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I. WSTĘP 
Reakcje oscylacyjne stanowią szczególną grupę procesów fizykochemicznych, 
obserwowanych zarówno w materii nieożywionej, jak i w żywych organizmach. 
Reakcje oscylacyjne nie są sprowadzane tylko do mechanizmów reakcji chemicznych 
tudzież biochemicznych, ponieważ pewna analogia zachowań i podobny opis 
matematyczno-fizyczny dotyczy wielu zjawisk z innych dziedzin, takich jak biologia,  
a nawet w sposób pozornie odległych od chemii obszarów, jakimi są psychologia, 
socjologia i ekonomia.   
 Wcześniejsze badania przeprowadzone w Zakładzie Chemii Ogólnej  
i Chromatografii na Uniwersytecie Śląskim wykazały, że reakcje oscylacyjne są 
charakterystycznym zjawiskiem dla związków należących do grupy profenów, 
hydroksykwasów, a także aminokwasów. Przedmiotem niniejszej pracy są reakcje 
oscylacyjnej inwersji chiralnej i kondensacji aminokwasów biogennych w środowisku 
abiotycznym. Reakcje samorzutnej enancjomeryzacji i kondensacji aminokwasów 
białkowych rozpuszczonych w ciekłych układach abiotycznych, przechowywanych  
w łagodnych warunkach zewnętrznych (tj. w temperaturze 21±2oC, ogólnie uznawanej 
za temperaturę pokojową) są zjawiskiem wcześniej nieopisanym przez żadną inną grupę 
badawczą. Zjawisko to ciągle jest uznawane za nowe i nie do końca poznane, dlatego 
wymaga szerszego potwierdzenia doświadczalnego. Dodatkowo powstałe peptydy 
wykazują zdolność do organizacji w nano- oraz mikrostruktury.  
 Badania zostały przeprowadzone głównie z wykorzystaniem technik 
chromatograficznych, takich jak chiralna chromatografia cienkowarstwowa oraz 
achiralna wysokosprawna chromatografia cieczowa z detektorami fotodiodowymi, 
rozproszenia światła, jak również chromatografia sprzężona ze spektrometrem mas. 
Dodatkowo zostały wykorzystane inne techniki analityczne, takie, jak polarymetria, 
turbidymetria oraz skaningowa mikroskopia elektronowa.   
Struktury peptydowe tworzące się w wyniku samorzutnych reakcji 
oscylacyjnych aminokwasów mogą znaleźć zastosowanie w nanotechnologii, 
nanobiotechnologii i nanomedycynie. Zastosowania polegałyby m.in. na możliwości 
wzbogacania peptydów o różne motywy molekularne, co umożliwiłoby wpływ na ich 
kontrolowanie oraz zdolność do samoorganizacji. Możliwym przyszłościowym 
zastosowaniem jest również tworzenie biosensorów peptydowych.     
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II. CZĘŚĆ LITERATUROWA 
1. AMINOKWASY  
Aktualnie odkryto ponad 700 aminokwasów występujących w przyrodzie, 
największą odkrytą grupę stanowią α-aminokwasy. Bakterie, grzyby, algi oraz inne 
rośliny dostarczają niemal wszystkich istniejących aminokwasów, występujących 
zarówno w wolnej postaci, jak i większych molekułach (jako składnik peptydów, białek  
i innych typów amidowych oraz alkilowanych i estryfikowanych struktur) [1].  
Aminokwasy są pierwszymi biocząsteczkami utworzonymi na Ziemi, a ich szlak 
biosyntezy został wyewoluowany już ok. 3500 mln lat temu [2], jednak pierwsze 
odkrycia aminokwasów w przyrodzie sięgają dopiero XIX wieku, gdzie pionierami stali 
się głównie europejscy chemicy (konkretnie w 1806 roku za sprawą odkrycia 
asparaginy z soku asparagusa, przez dwóch Francuzów Vauquelina i Robiqueta). 
Glicyna po raz pierwszy została wyizolowana z żelatyny w 1820 roku również przez 
francuskiego chemika Braconnota, a po ponad stu latach od odkrycia pierwszego 
aminokwasu, w 1925 roku odkryto treoninę, która była już ostatnim aminokwasem  
z listy 20 aminokwasów występujących w białkach [3]. Dodatkowo niedawno odkryto 
dwa nowe aminokwasy białkowe (selenocysteinę i pirololizynę), spotykane tylko  
w niektórych białkach [4]. 
1.1. NOMENKLATURA AMINOKWASÓW 
Nazwy aminokwasów zostały utworzone w oparciu o następujące aspekty: 
 historię ich odkrycia; 
 strukturalne podobieństwo aminokwasów do innych związków – walina jest 
pochodną kwasu walerianowego, a treonina otrzymała nazwę ze względu na 
podobieństwo swojej struktury do cukru D-treozy, nazwa proliny pochodzi od 
systematycznej nazwy kwasu pirolidynowego;   
 w oparciu o nazwę materiału, z którego po raz pierwszy zostały wyizolowane,  
np. asparagina po raz pierwszy została wyizolowana z soku asparagusa, cystyna  
z kamieni moczowych (z języka greckiego cystis oznacza pęcherz), nazwa 
glutaminy/kwasu glutaminowego pochodzi od glutenu pszenicy, a seryny  
z jedwabiu (greckie seros oznacza larwę jedwabnika); 
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 ze względu na prekursora ich syntezy chemicznej, np. arginina została 
otrzymana jako sól srebrowa (z języka łacińskiego argentum - srebro),  
a tryptofan otrzymano w wyniku degradacji trypsyny [3]. 
 
Nazwy aminokwasów z reguły kończą się na –ina lub –yna, wyjątek stanowią 
tryptofan i kwasy aminodikarboksylowe. Nazwy reszt aminoacylowych o wzorze 
ogólnym R-CH(NH2)-CO- tworzy się przez zmianę końcówki –ina, nazwy 
aminokwasów (w przypadku Asp i Glu – owy, Trp –an) na –yl [5].  
W celu ułatwienia pisowni wszystkim aminokwasom występującym w białkach 
przypisano trzyliterowe i jednoliterowe symbole. Trzyliterowe symbole są najczęściej 
utworzone z trzech pierwszych liter aminokwasów (wyjątek stanowi glutamina – Gln  
i asparagina – Asn). Symbole jednoliterowe są utworzone z pierwszej litery 
anglojęzycznej nazwy aminokwasów. W przypadku, gdy więcej niż jeden aminokwas 
rozpoczyna się od tej samej litery, wówczas pierwszą literę nazwy przypisuje się 
aminokwasowi najczęściej występującemu, np. alanina występuje częściej niż arginina, 
dlatego jej symbol to A. Dla pozostałych aminokwasów symbol jednoliterowy został 
utworzony na podstawie liter lub dźwięków fonetycznych zawartych w ich nazwie 
anglojęzycznej np. arginina – Arg – R, asparagina – Asn – N, fenyloalanina – Phe – F 
[4].       
1.2. BUDOWA AMINOKWASÓW    
Aminokwasy to proste związki organiczne, będące pochodnymi kwasów 
organicznych, w których co najmniej jeden z atomów wodoru jest zastąpiony grupą 
aminową [4]. Wyróżniamy α-aminokwasy, ale również β-, γ-, δ-, ε-aminokwasy.  
α-Aminokwasy mają grupę aminową i karboksylową przyłączoną do tego samego 
atomu węgla, natomiast β-, γ-, δ-, ε-aminokwasy posiadają większą odległość między 
grupami funkcyjnymi [5]. 
-CH2-CH(NH2)-COOH α-aminokwas 
 
-CH2-CH-(NH2)-CH2-COOH β-aminokwas 
 
-CH(NH2)-CH2-CH2-CH2-CH2-COOH ε-aminokwas 
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 Aminokwasy są podstawowymi elementami budulcowymi białek i podobnie, jak 
kwas nukleinowy, biorą udział we wszystkich wewnątrzcząsteczkowych procesach  
w żywych organizmach. W organizmie istnieje również pewna ilość wolnych 
aminokwasów, niezwiązanych w białkach, czyli tzw. pula aminokwasów. Wolne 
aminokwasy w organizmie znajdują się w komórkach tkanek i płynach ustrojowych, 
gdzie biorą udział w licznych reakcjach przemian materii. Skład aminokwasów  
w plazmie, krwi i w moczu ma zasadnicze znaczenie w diagnostyce medycznej [5].  
Na Rys. 1 został przedstawiony schemat puli aminokwasów. 
 
Rys. 1. Schemat puli aminokwasów [5] 
 
Wszystkie aminokwasy budujące białka przy atomie węgla α mają 
pierwszorzędową grupę aminową (z wyjątkiem proliny i hydroksyproliny), łańcuch 
boczny (R), grupę karboksylową oraz atom wodoru. Cztery różne grupy połączone  
z tetraedrycznym atomem węgla α nadają α-aminokwasowi charakter chiralny [6].  
Na Rys. 2(a)-(b) przedstawiono wzór ogólny α-aminokwasów oraz ich dwa 
enancjomery.  
(a) 
 
 
(b) 
 
 
Rys. 2. (a) Wzór ogólny aminokwasów, uwzględniający cztery różne podstawniki 
wokół centralnie położonego atomu węgla α, (b) dwa enancjomery aminokwasu [7] 
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Białka są zbudowane głównie z L-aminokwasów. Izomery L prawie wszystkich 
aminokwasów przybierają konfigurację absolutną S. Niestety, mimo wielu trudów do 
dziś nie udało się jednoznacznie wyjaśnić, dlaczego aminokwasy w białkach mają 
właśnie taką konfigurację absolutną. Najbardziej prawdopodobna teoria zakłada, że 
wybór formy L był przypadkowy i dokonany we wczesnym okresie ewolucji [7]. 
1.3. PUNKT IZOELEKTRYCZNY 
Należy pamiętać, że grupa aminowa (–NH2) i karboksylowa (–COOH) 
stosowana w ogólnym wzorze aminokwasów w takiej formie występuje jedynie na 
papierze, aczkolwiek jest to dopuszczalny i powszechnie stosowany zapis. 
Obecność w aminokwasach jednocześnie grupy aminowej i karboksylowej 
powoduje, że związki te są jednocześnie kwasami i zasadami, a więc są amfoteryczne, 
co w konsekwencji prowadzi do wewnątrzcząsteczkowej reakcji kwasu z zasadą  
i utworzenia „wewnętrznej soli”. Sole takie nazywamy jonami obojnaczymi lub jonami 
dwubiegunowymi. W stanie krystalicznym aminokwasy występują tylko w postaci 
wewnętrznej soli, natomiast w roztworach wodnych jony dwubiegunowe oraz kationy  
i aniony prowadzą do ustalenia równowagi. Stężenia poszczególnych składników 
równowagowych mieszaniny zależy od pH roztworu [8]. Na Rys. 3 przedstawiony jest 
wzór ogólny jonu obojnaczego.    
 
Rys. 3. Wzór ogólny jonu obojnaczego (zwitterjonu) 
W roztworach elektrolitów, w zależności od pH środowiska, mogą tworzyć się 
kationy i aniony aminokwasowe występujące obok jonu obojnaczego według schematu 
przedstawionego na Rys. 4.  
 
Rys. 4. Schemat właściwości kwasowo-zasadowych aminokwasów 
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Punkt izoelektryczny (pI) jest to taka wartość pH roztworu aminokwasu, przy 
której istnieją w równowadze równe ilości anionu i kationu aminokwasu obok formy 
jonu obojnaczego, który występuje w przewadze. W punkcie tym roztwór aminokwasu 
jest elektrycznie obojętny, w wyniku międzycząsteczkowej i wewnątrzcząsteczkowej 
kompensacji różnoimiennych ładunków elektrycznych [9]. 
Występowanie jonu obojnaczego powoduje, że mimo tego, iż aminokwasy 
zawierają w swojej strukturze grupę aminową i karboksylową, to niektóre ich 
właściwości fizyczne i chemiczne nie są zgodne z taką strukturą. Przede wszystkim  
w odróżnieniu od amin i kwasów karboksylowych, są nielotnymi ciałami stałymi, które 
topią się wraz z rozkładem w dość wysokiej temperaturze. W wodzie charakteryzują się 
znaczą rozpuszczalnością, nie są natomiast rozpuszczalne w niepolarnych 
rozpuszczalnikach, takich jak eter naftowy, benzen czy eter dietylowy. Wodne roztwory 
aminokwasów zachowują się podobnie jak roztwory substancji o dużym momencie 
dipolowym, a wartości stałych kwasowości i zasadowości dla grup –COOH i –NH2 są 
szczególnie małe [10]. 
1.4. AMINOKWASY BIOGENNE 
 W skład białka wchodzi 20 aminokwasów, różniących się wielkością, kształtem, 
ładunkiem elektrycznym, hydrofobowością oraz reaktywnością chemiczną. Wszystkie 
białka u wszystkich organizmów, od bakterii począwszy, poprzez archeny do 
eukariontów zbudowane są z tego samego zestawu 20 aminokwasów z kilkoma tylko 
wyjątkami [7]. 
W tabeli 1. zostały przedstawione aminokwasy biogenne, ich najważniejsze 
właściwości oraz wzory strukturalne.  
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Tabela 1. 20 aminokwasów białkowych, ich wzory strukturalne oraz najważniejsze właściwości 
Aminokwas Oznaczenie 
skrótowe  
wg 
IUPAC-IUB 
Struktura 
chemiczna 
Masa 
molowa 
(Da) 
Punkt 
izoelektryczny 
(pI) 
Główne funkcje pełnione  
w żywym organizmie 
Glicyna Gly - G OH
NH2
O  
75, 07 5, 97 Glicyna pełni dwie główne funkcje w ośrodkowym 
układzie nerwowym: jako inhibitor 
neuroprzekaźników receptorów glicynowych i jako 
koagonista kluczowy do aktywacji receptorów  
N-metylo-D-asparaginianu (NMDA) [11]. 
Alanina Ala - A 
OH
NH2
CH3
O
 
89, 09 6, 0 Alanina w stanie wolnym w niewielkim stopniu 
znajduje się w tkankach, znacznie częściej występuje 
w postaci dipeptydu alaniny i histydyny (karnozyny) 
oraz koenzymu A. W tej postaci występuje w ludzkich 
mięśniach szkieletowych [12].  
Walina Val - V 
OH
NH2
CH3
CH3
O
 
117, 15 5, 96 Walina, leucyna i izoleucyna należą do grupy 
aminokwasów rozgałęzionych (ang. branched-chain 
amino acids, BCAA). Aminokwasy te wywierają 
pośredni wpływ na syntezę serotoniny, przez co mogą 
regulować samopoczucie. Ponadto mogą stanowić 
źródło energii u osób aktywnych fizycznie jak  
i wygłodzonych. Stanowią substrat do syntezy innych 
aminokwasów, zwiększają stymulację syntezy innych 
białek, głównie mięśniowych. Odpowiadają również 
za prawidłowe funkcjonowanie układu nerwowego. 
Regulują wydzielanie hormonów (takich, jak: insulina, 
glukagon, przez co wykorzystywane są w terapii 
leczenia otyłości [13]), a także hormonu wzrostu oraz 
katecholamin (dopaminę i noradrenalinę), przez co 
mogą wywierać wpływ na przemiany energetyczne  
i procesy metaboliczne w organizmie [14]. 
Leucyna Leu - L 
OH
NH2
CH3
CH3
O
 
131, 17 5, 98 
Izoleucyna Ile - I 
OH
NH2
CH3
CH3
O
 
131, 17 5, 94 
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Seryna Ser - S 
OH
NH2
OH
O
 
105, 09 5, 68 L-Ser jest prekursorem wielu istotnych związków 
takich, jak fosfatydyloseryna (element funkcyjny błon 
komórkowych, w komórkach centralnego układu 
nerwowego), sfingomielina (organiczny związek  
z grupy lipidów, występujący w osłonce mielinowej 
tkanki nerwowej) i glicyna. L-Ser w mózgu ulega 
racemizacji do D-Ser, gdzie odgrywa ważną rolę  
w ośrodkowym układzie nerwowym [15,16].       
Treonina Thr - T 
OH
NH2
OH
CH3 O
 
119, 12 5, 64 Tworzy kolagen i elastynę, utrzymuje prawidłową 
budowę szkliwa zębów, odpowiada za produkcję 
przeciwciał, metabolizuje tłuszcze w wątrobie  
i odpowiada za prawidłowe funkcjonowanie tarczycy 
[17].  
Cysteina Cys - C 
OH
NH2
SH
O
 
112, 16 5, 02 L-Cys służy jako prekursor tioetanoloaminowej części 
koenzymu A oraz tauryny [12]. Ma silne właściwości 
przeciwutleniające, bierze udział w odtruwaniu 
organizmu [18] oraz uczestniczy w syntezie 
glukagonu i insuliny.  
Metionina Met - M 
OH
NH2
S
CH3
O
 
149, 21 5, 47 Jest potrzeba w syntezie cysteiny. W wyniku 
metabolizmu L-Met powstaje S-adenozylometionina 
(„aktywna metionina”). Jest to kluczowy związek  
w procesie syntezy m. in. betainy, choliny, kreatyny, 
epinefryny, melatoniny, sarkozyny [19]. Ponadto 
wpływa na przemianę lipidową, odpowiada za 
regulowanie układu nerwowego i mięśniowego.  
Prolina Pro - P 
OH
N
H
O
 
115, 13 6, 30 Prolina jest unikalnym aminokwasem zarówno pod 
względem chemicznym, jak i biochemicznym [20]. 
Jest kluczowym regulatorem wielu procesów 
biochemicznych i fizjologicznych w komórkach. 
Stanowi prekursor hydroksyproliny. Wchodzi w skład 
kolagenu, czyli białka, które występuje w największej 
ilości w tkankach ssaków. Wykazuje właściwości 
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antyoksydacyjne.  
 
Lizyna Lys - K 
OH
NH2
NH2
O
 
146, 19 9, 59 Lys jest szczególnie ważnym źródłem energii dla 
mięśni. Jest ważnym substratem w syntezie karnityny 
w wątrobie, nerkach i innych tkankach. W wyniku 
dekarboksylacji Lys powstaje kadaweryna, która 
odgrywa ważną rolę w komunikacji wewnątrz-  
i międzykomórkowej [21]. 
Arginina Arg - R 
NH OHNH
NH2
NH2
O
 
174, 20 12, 48 Arginina w znacznych ilościach znajduje się  
w białkach włosów. Jest niezbędna do syntezy 
mocznika, pobudza wydzielanie hormonów wzrostu  
i insuliny, zwiększa proliferację i migrację 
enterocytów. Wykazuje zdolności antyoksydacyjne 
[21]. 
Histydyna His - H 
OH
NH2
N
H
N
O
 
155,16 6, 04 Wchodzi w skład karnozyny - dwupeptydu  
alanylohistydyny, stanowiącego specyficzny składnik 
mięśni szkieletowych kręgowców [22]. Karnozyna 
wykazuje również właściwości przeciwutleniające 
oraz wpływa na funkcjonowanie układu 
odpornościowego. W wyniku dekarboksylacji 
histydyny powstaje histamina, będąca mediatorem 
procesów zapalnych, neuroprzekaźnikiem oraz 
odpowiada za uwalnianie kwasów żołądkowych.      
Kwas 
asparaginowy 
Asp - D 
OH
O NH2
OH
O
 
133, 10 3, 90 Asparaginian bierze udział w procesach 
fizjologicznych, m.in. w syntezie glukozy, poprzez  
bezpośrednią transaminację do szczawiooctanu, oraz 
w syntezie mocznika, gdzie ulega przekształceniu do 
fumaranu w cyklu mocznikowym [23].    
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Asparagina Asn - N 
OH
O
NH2
NH2
O
 
132, 12 5, 41 Stanowi aminokwas endogenny, w stanie wolnym 
występuje w płynach komórkowych i tkankach. 
Uczestniczy w regulowaniu metabolizmu komórek 
nerwowych i tkanek mózgu [24]. Ponadto odpowiada 
za magazynowanie amoniaku zarówno w tkankach 
zwierzęcych jak i roślinnych [25]. 
Kwas 
glutaminowy 
Glu - E 
OHOH
NH2
O O
 
133, 10 2, 77 L-Glutaminian jest aminokwasem najobficiej 
występującym w mózgu. Pełni funkcję 
neuroprzekaźnika. W wyniku dekarboksylacji kwasu 
glutaminowego powstaje kwas γ-aminomasłowy. 
Odgrywa ważną rolę w różnicowaniu neuronalnym, 
wpływa na poprawę zdolności uczenia się i pamięci 
[26].    
Glutamina Gln - Q 
OHO
NH2
NH2
O
 
146, 15 5, 65 W komórkach glutamina jest ważnym związkiem 
biorącym udział w metabolizmie, ogrywa ważną rolę 
we wzroście fibroblastów, limfocytów i erytrocytów. 
Utrzymuje odpowiednią równowagę azotową. Jest 
jednym z najważniejszych substratów w procesie 
amoniogenezy w jelitach i nerkach [26]. 
Fenyloalanina Phe - F 
OH
NH2
O
 
165, 19 5, 48 Fenyloalanina pełni rolę prekursora tyrozyny  
i katecholaminy (epinefryny, norepinefryny  
i dopaminy). Jest również składnikiem wielu 
peptydów układu nerwowego i wykazuje zdolność 
przenikania przez barierę krew-mózg [27].  
Tyrozyna Tyr - Y 
OH
NH2
OH
O
 
181, 19 5, 66 Tyrozyna jest istotnym aminokwasem w syntezie 
katecholaminy, reguluje ważne funkcje mózgu [28]. 
Jest niezbędnym aminokwasem, odpowiadającym za 
prawidłowe funkcjonowanie tarczycy. 
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Tryptofan Trp - W 
OH
NH2
N
H
O
 
204, 23 5, 89 Stanowi prekursor serotoniny. Tryptofan jest 
metabolizowany w organizmie głównie na drodze 
szlaku kynureninowego. Szlak ten odpowiada za 
odpowiednie utrzymanie stężenia kwasu 
nikotynowego oraz reguluje funkcje centralnego 
układu nerwowego. Ponadto Trp jest niezbędny do 
syntezy niacyny (witaminy B3) w organizmie. 
Niedobór niacyny może prowadzić do pelagry [29]. 
 
17 
 
Aminokwasy białkowe w zależności od przyjętego kryterium dzielimy na kilka 
grup. Jeden aminokwas może należeć do kilku grup, np. tyrozyna należy jednocześnie 
do obojętnych, aromatycznych i hydroksyaminokwasów. Wyróżniamy podział na 
aminokwasy:  
 obojętne (monoamino – monokarboksylowe): glicyna i alanina; 
 kwaśne (monoamino – dwukarboksylowe): kwas glutaminowy, kwas 
asparaginowy;  
 zasadowe (dwuamino – monokarboksylowe): arginina, lizyna; 
 aromatyczne: fenyloalanina, tyrozyna; 
 heterocykliczne: tryptofan, histydyna; 
 iminokwasy: prolina, hydroksyprolina 
 hydroksyaminokwasy: seryna, treonina 
 siarkowe: cysteina, metionina. 
Według Karlsona aminokwasy obojętne i amidy mogą występować: 
 z polarnym łańcuchem bocznym: Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Pro, Phe; 
 z łańcuchem zawierającym grupę polarną nie ulegającą jonizacji: z grupą 
–OH: Ser, Tre, Tyr; z grupą tiolową –SH: Cys, Cys2, Met; z grupą 
indolowi: Trp oraz z grupą amidową: Gln, Asn. 
Aminokwasy białkowe można również podzielić ze względów fizjologicznych, 
na egzo- i endogenne, czyli te, które muszą zostać dostarczone z pożywieniem i te, 
które organizm jest wstanie sam syntezować: 
 egzogenne: Arg, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val; 
 endogenne: Ala, Asn, Cys, Asp, Glu, Gln, Gly, Hyp, Pro, Ser, Tyr [30]. 
Interesujące jest pytanie, dlaczego akurat taki zestaw aminokwasów buduje 
białka. Przypuszczalnie jest to spowodowane faktem, że zestaw tych właśnie 
aminokwasów stanowi w szerokim zakresie różnorodność pod względem ich struktury  
i właściwości chemicznych nadających białkom wszechstronne cechy, niezbędne do 
pełnienia wielu funkcji. Ponadto większość aminokwasów powstało w reakcjach 
prebiotycznych zachodzących przed powstaniem życia na Ziemi.  
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2. PEPTYDY 
2.1. OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA PEPTYDÓW 
Peptydy są polimerami aminokwasów, w których pojedyncze jednostki 
aminokwasowe zwane resztami aminokwasowymi, są połączone wiązaniami 
amidowymi [31]. 
Wiązania peptydowe w białkach zostały odkryte w 1902 roku przez Fischera. 
Zauważył on, że białka zawierają stosunkowo mało wolnych grup aminowych  
i karboksylowych. Na tej podstawie zasugerował, że aminokwasy łączą się w wyniku 
reakcji kondensacji z udziałem grupy karboksylowej jednego z nich z grupą aminową 
kolejnego [32]. 
Na Rys. 5 zaprezentowana jest reakcja kondensacji dwóch aminokwasów,  
a produkt tej reakcji określany jest jako dipeptyd. Niestety, w przyrodzie synteza wiązań 
peptydowych nie przebiega zgodnie z mechanizmem przedstawionym na Rys. 5,  
a proces ten jest bardziej skomplikowany. 
 
 
Rys. 5. Reakcja kondensacji dwóch aminokwasów z utworzeniem dipeptydu [31] 
W ogólnie przyjętym zapisie struktur peptydowych, aminokwas posiadający 
wolną grupę aminową znajduje się z lewej strony, a aminokwas z wolną grupą 
karboksylową znajduje się z prawej strony. Takie aminokwasy przyjmują odpowiednio 
nazwę: N-końcowy aminokwas i C-końcowy aminokwas. Ponadto liczba możliwości 
izomerycznych peptydów rośnie wraz ze wzrostem liczby jednostek aminokwasowych, 
tzn. możliwych jest np. sześć ułożeń z trzech różnych aminokwasów w strukturze 
tripeptydu [33]. Peptydy składające się z dwóch do dziesięciu aminokwasów są 
nazywane oligopeptydami, zawierające od jedenastu do stu aminokwasów są określane 
jako polipeptydy, a zawierające ponad sto aminokwasów niekiedy nazywane są 
makropeptydami i zalicza się je do białek [34].  
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2.2. KOWALENCYJNY CHARAKTER WIĄZAŃ W PEPTYDACH  
Wiązanie kowalencyjne w cząsteczce jest tworzone, między atomami w wyniku 
wzajemnego działania elektronów, które staja się przy tym wspólne dla obu łączących 
się atomów [35].    
Wiązanie peptydowe (amidowe) jest wiązaniem kowalencyjnym, w którym atom 
azotu grupy amidowej nie jest zasadowy, gdyż jego wolna para elektronowa jest 
zdelokalizowana w wyniku nakładania się orbitali z grupą karboksylową. Dodatkowo 
nakładanie się orbitali nadaje częściowo podwójny charakter wiązaniu C-N i utrudnia 
jego rotację, co zostało zaprezentowane na Rys. 6 [31].     
 
Rys. 6. Wiązanie peptydowe ze zdelokalizowaną parą elektronową [31] 
Kowalencyjny charakter wiązania w peptydach wykazuje również wiązanie 
disulfidowe (dwusiarczkowe), pod warunkiem, że w peptydzie znajduje się cysteina.  
Wiązanie disulfidowe jest to pojedyncze wiązanie S-S, utworzone z dwóch reszt 
cysteiny. W przypadku, gdy reszty cysteiny występują w różnych częściach tego 
samego łańcucha peptydowego lub białkowego, wiązanie disulfidowe między nimi 
może tworzyć pętle lub duże pierścienie [33]. 
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3. CHROMATOGRAFICZNY ROZDZIAŁ ENANCJOMERÓW AMINOKWASÓW 
Naturę Ziemi charakteryzuje asymetria. Nawet w dzisiejszych czasach, pomimo 
ogromnego rozwoju technologicznego, wiedza na temat mechanizmu chiralnej ewolucji, 
(tj. dlaczego organizmy ludzkie są zbudowane z L-aminokwasów, a cukry  
z D-enancjomerów) jest ograniczona.  
Aktywność optyczna, czyli zdolność substancji do skręcania światła 
spolaryzowanego została odkryta w 1815 roku przez Biota [36], a ich istnienie zostało 
potwierdzone w 1848 roku dzięki pracom francuskiego naukowca Pasteura [37]. 
Zarówno van’t Hoff [38], jak i Le Bel [39] zasugerowali istnienie asymetrycznego 
atomu węgla i użyli go, w celu wyjaśnienia przyczyny skręcalności optycznej. Jednakże 
to  Fischer jako pierwszy przygotował zestaw stereoizomerów cukrów, które dziś 
możemy nazwać biblioteką, a za swoje wielkie osiągnięcia w syntezie cukrów oraz 
puryn otrzymał nagrodę Nobla w 1902 roku [40].  
Badania nad stereochemią związków rozwijały się stopniowo, aczkolwiek 
powoli. Dopiero w roku 1980 nastąpił gwałtowny wzrost zainteresowania handlowymi 
chiralnymi substancjami, zwłaszcza lekami. Nowy trend zainteresowania był głównie 
spowodowany niefortunnym stosowaniem imidu kwasu N-ftaliloglutaminowego 
znanego pod nazwą handlową Talidomid. Lek ten był stosowany przez kobiety w ciąży, 
w celu zapobiegania porannym nudnością towarzyszącym wczesnemu okresowi ciąży 
oraz przy migrenowych bólach głowy [41]. Niestety okazało się, że tylko forma (R) 
leku wykazuje pożądane właściwości, podczas gdy forma (S) działała teratogennie na 
płód, w wyniku czego doszło do narodzin wielu kalekich dzieci, pozbawionych 
właściwie uformowanych kończyn [42]. Wydarzenie to doprowadziło do odkrycia, że 
dana czynność fizjologiczna izomerów leków może różnić się radykalnie, a dokładna 
ocena enancjomerycznej czystości substancji jest konieczna. Często jeden izomer serii 
może wykazywać pożądany efekt, a drugi może być nieaktywny, bądź wykazywać 
niepożądany efekt. Duże różnice aktywności między enancjomerami doprowadziły do 
potrzeby oceny czystości izomerów stosowanych w farmaceutyce i rolnictwie [43].   
W 1966 roku Gil-Av wraz ze współpracownikami opracowali pierwszy układ 
chromatografii gazowej umożliwiający ilościowy i powtarzalny rozdział enancjomerów, 
poprzez zastosowanie chiralnej fazy stacjonarnej (CSP- Chiral Stationary Phase). 
Wkrótce później powstał pierwszy enancjoselektywny układ w chromatografii 
cieczowej [44]. 
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3.1. ZASADY ROZDZIELANIA ENANCJOMERÓW 
Dalgleish jako pierwszy sformułował zasadę wyjaśniającą mechanizm 
chiralnego różnicowania, stosując ją do rozdziału enancjomerów aminokwasów przy 
pomocy chromatografii bibułowej. Postulował on trójpunktową interakcję między 
chiralną celulozą (fazą stacjonarną), a rozpuszczonymi enancjomerami [45]. Natomiast 
pod koniec lat 80-tych zasady rozdziału enancjomerów zostały sprecyzowane przez 
Pirkle’a i obecnie jest ona znana, jako zasada trzech punktów [46].  
Zasada trzech punktów określa warunki chromatograficznego różnicowania 
enancjomerów na danej fazie. Rozdział ten jest możliwy pod warunkiem, że występują 
minimum trzy oddziaływania pomiędzy enancjomerami a chiralnym selektorem. 
Przynajmniej jedno z tych oddziaływań jest stereochemicznie zależne, czyli jest 
zdeterminowane przez konfigurację centrum chiralnego danego enancjomeru. 
Enancjomery mogą łączyć się podobnie z fazą chiralną w dwóch punktach, ale tylko 
jeden izomer ze względu na konfigurację cząsteczki może jednocześnie uczestniczyć  
w trzecim oddziaływaniu.   
W wyniku zastosowania do rozdziału enancjomerów chiralnej fazy stacjonarnej 
(CSP) lub chiralnego dodatku do fazy ruchomej powstaje przejściowy 
diastereoizomeryczny kompleks pomiędzy cząsteczką różnicującą (selektorem),  
a cząsteczką rozdzielanej substancji (selektandem). Model takiego oddziaływania 
przedstawiono na Rys. 7. Utworzone kompleksy przejściowe charakteryzują się różną 
stabilnością, co prowadzi do różnicy w czasach retencji. Enancjomer, który utworzy 
mniej trwały kompleks, zostanie szybciej wyeluowany z kolumny. W procesie 
„chiralnego rozpoznawania” mogą brać udział wszystkie możliwe oddziaływania 
międzycząsteczkowe, np. wiązanie wodorowe, oddziaływanie dipol-dipol, efekt 
przeniesienia ładunku, odpychania sterycznego, czy wiązania Van der Waalsa [47].      
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Rys. 7. Model oddziaływań pomiędzy selektandami a chiralnym selektorem [47] 
     
Chromatograficzny rozdział dwóch antymerów można przeprowadzić na dwa 
sposoby, bezpośredni lub pośredni. Rozdział bezpośredni zachodzi bez derywatyzacji 
enancjomerów, ale konieczne jest zastosowanie chiralnej fazy stacjonarnej (CSP) lub 
przy pomocy chiralnych dodatków do fazy ruchomej. Drugą strategią rozdziału par 
enancjomerów jest rozdział pośredni. W tym przypadku mieszaninę antymerów przed 
rozdziałem należy poddać derywatyzacji, w wyniku czego powstają pochodne 
diastereoizomery, charakteryzujące się znacznie bardziej zróżnicowanymi 
właściwościami fizykochemicznymi, niż wyjściowa para enancjomerów, co umożliwia 
ich rozdział w układzie achiralnej chromatografii. Zarówno strategia bezpośrednia, jak  
i pośrednia polega na powstaniu labilnych diastereoizomerycznych kompleksów  
o różnej trwałości. Rozdział pary antymerów można przeprowadzić zarówno z użyciem 
chromatografii cienkowarstwowej (TLC), jak też wysokosprawnej chromatografii 
cieczowej (HPLC) oraz chromatografii gazowej (GC) [48].   
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3.2. ROZDZIAŁ BEZPOŚREDNI 
3.2.1. TECHNIKA CHIRALNEJ CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ 
Chromatografia cienkowarstwowa (TLC – ang. Thin Layer Chromatography) 
jest techniką znaną od dawna, natomiast wykorzystywanie chromatografii 
cienkowarstwowej do rozdziału par enancjomerów sięga zalewie około 25 lat. 
Bezpośredni rozdział pary antymerów z użyciem techniki TLC najczęściej odbywa się 
na chiralnej fazie stacjonarnej (chiralnych płytkach chromatograficznych). W handlu 
dostępne są głównie chiralne płytki TLC ligandowymienne. Faza ligandowymienna 
(LEC – ang. Ligand Exchange Chromatography) była pierwszym bezpośrednim 
sposobem rozdziału pary enancjomerów. Po raz pierwszy została zastosowana do 
rozdziału roztworu racemicznego DL-proliny, z zastosowaniem jonów Cu2+ [49]. Jest to 
technika, dzięki której można rozdzielić takie grupy chiralnych związków, jak 
aminokwasy i ich pochodne, aminoalkohole, hydroksykwasy oraz inne grupy związków 
zdolne do tworzenia kompleksów z jonami metali przejściowych i z ligandami, 
zakotwiczonymi na fazie stacjonarnej, lub będącymi składnikiem fazy ruchomej.  
W literaturze można również znaleźć doniesienia na temat impregnacji płytek 
krzemionkowych odpowiednim chiralnym selektorem [50, 51]. Najczęściej płytka TLC 
jest impregnowana kwasem D-galakturonowym, kwasem (+)-winowym, kwasem  
(-)-brucynowym, kwasem L-asparaginowym, erytromycyną lub wankomycyną [52].  
Jako chiralną fazę stacjonarną w rozdziale bezpośrednim często stosuje się 
również polisacharydy: celulozę i acetylowaną celulozę. Celuloza stosowana do 
rozdziałów chromatograficznych jest liniowym polimerem z aktywnymi optycznie 
jednostkami D-glukopiranozy. W mechanizmie rozdziału chiralnego dominują tutaj 
wiązania wodorowe i oddziaływania dipolowe [53]. Celuloza w TLC jest głównie 
stosowana do rozdziału enancjomerów aminokwasów, ich pochodnych oraz peptydów.       
Dodatki do fazy ruchomej są powszechnie stosowane w bezpośrednim rozdziale 
enancjomerów techniką TLC. Stosowanie chiralnej fazy ruchomej ma wiele zalet, 
przede wszystkim jest to metoda tańsza w porównaniu z chiralną faza stacjonarną. 
Stosowane dodatki do fazy ruchomej zawierają jedno lub więcej centrów chiralnych,  
i są to miedzy innymi takie związki, jak kwas D-galakturonowy, (±) kwas kamforo-10-
sulfonowy, kwas D-winowy, L-alanina, albuminy surowicy bydlęcej oraz α-, β-  
i γ-cyklodekstryna.   
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Pomimo opracowania bardziej skutecznych i szybszych technik 
chromatograficznych, TLC wciąż jest wykorzystywana do rozdziału par enancjomerów, 
ze względu na swoje zalety. Głównymi zaletami tej techniki jest niski koszt analizy oraz 
łatwość zastosowania. Niestety, główna wadą tej techniki jest niska rozdzielczość.  
3.2.2. TECHNIKA CHIRALNEJ WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ 
Wśród różnych technik chromatograficznych wysokosprawna chromatografia 
cieczowa (HPLC) jest uznawana za najlepszą technikę do rozdziału par enancjomerów, 
ze względu na swoje liczne zalety. Główne plusy tej techniki to krótki czas analizy  
(w porównaniu do techniki TLC), a wysoka czułość i powtarzalność otrzymanych 
wyników sprawiają, że HPLC jest powszechną techniką separacyjną w wielu 
laboratoriach. Ponadto z powodzeniem można stosować HPLC na skalę preparatywną 
[54]. Skuteczność rozdziału chiralnego tą techniką wynosi ok. 90%. Dodatkowo wiele 
jest komercyjnie dostępnych chiralnych selektorów w postaci kolumn do HPLC, co 
powoduje szeroki zakres zastosowań tej techniki [55, 56, 57]. 
Istnieje wiele różnych materiałów stosowanych jako chiralna faza stacjonarna, 
ale w zasadzie powszechnie stosowanych jest tylko pięć typów. Wyróżniamy tutaj 
następujące chiralne fazy stacjonarne: 
1) Białkowe chiralne fazy stacjonarne 
Białkowe chiralne fazy stacjonarne były pierwszymi opracowanymi fazami 
stacjonarnymi. Z reguły występują w postaci naturalnych białek połączonych z matrycą 
krzemionkową. Ponieważ białka są polimerami aminokwasów, posiadają dużą liczbę 
centrów chiralnych, dzięki czemu wykazują silną selektywność chiralną z analitami.  
Wykazano, że kwas α-glikoproteinowy (występujący w osoczu krwi ludzkiej)  
i albuminy ludzkie posiadają pojedyncze miejsca wiązań leków wykazujących czynność 
optyczną, co umożliwia ich rozdział. Dokonano rozdziału takich chiralnych leków, jak 
propranolol [58], katecholamina [59], warfaryna [60] i benzodiazepina [61]. W 1973 
roku Stewart i Doherty po raz pierwszy wykorzystali w rozdziale chromatograficznym 
albuminę surowicy bydlęcej do chiralnego rozdziału DL-tryptofanu [62]. Natomiast 
Allenmark, Bomgren i Boren badali rozdział DL-aminokwasów z użyciem HPLC na 
fazie stacjonarnej składającej się z albuminy surowicy bydlęcej związanej na 10 µm 
krzemionce [63], a ich prace stanowią podstawę opracowanych komercyjnie dostępnych 
chiralnych stacjonarnych faz z albuminy surowicy bydlęcej.    
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2) Chiralne fazy stacjonarne typu Pirkle’a 
Tego typu fazy stacjonarne do rozdziału enancjomerycznych substancji 
rozpuszczonych zostały tak zaprojektowane, że na matrycy krzemionkowej znajdują się 
związane kowalencyjnie bądź jonowo, względnie proste i zdefiniowane strukturalnie 
chiralne związki organiczne, zawierające bezpośrednio blisko centrum chiralnego co 
najmniej jedną z trzech typów grup funkcyjnych takich, jak: 
i) z π-kwasową lub π-zasadową grupą aromatyczną, umożliwiające 
oddziaływanie akceptorowo-donorwe (kompleksowanie charge-
transfer);  
ii) z grupą umożliwiającą utworzenie wiązania wodorowego lub 
oddziaływania dipol-dipol; 
iii) z grupami niepolarnymi powodującymi zawady steryczne, odpychanie, 
interakcje van der Waalsa [64, 65]. 
Dzięki tym grupom funkcyjnym mechanizm chiralnego różnicowania zachodzi 
dzięki oddziaływaniom typu π-π, wiązaniom wodorowym, oddziaływaniom dipol-dipol 
oraz występowaniu efektów sterycznych pomiędzy molekułami fazy stacjonarnej,  
a związkiem rozdzielanym [66]. 
Historycznie fazy typu Pirkle’a zostały zaprojektowane w celu rozdzielania 
enancjomerów naproksenu, ale znalazły szersze zastosowanie, między innymi do 
rozdziału epoksydów, alkoholi, dioli, amidów, imidów i karbaminianów [67]. Pierwsze 
fazy stacjonarne tego typu zawierały 3,5-dinitrobenzoilofenyloglicynę lub  
3,5-dinitrobenzoiloleucyne, związane jonowo lub kowalencyjnie  
z γ-aminopropylowymi ugrupowaniami odpowiednio modyfikowanego żelu 
krzemionkowego [68].  
3) Chiralne polimery i pochodne celulozy 
Trzeci typ chiralnej fazy stacjonarnej osadza się na nośniku stałym lub 
otrzymane polimery, które posiadają wystarczającą wytrzymałość mechaniczną, mogą 
być otrzymywane w postaci ziaren o odpowiedniej średnicy i używane bezpośrednio 
jako wypełnienia kolumny. Celulozowy typ chiralnej fazy stacjonarnej jest zbudowany  
z dwóch podstawowych form, z polimerów celulozy oraz z derywatyzowanej formy 
amylozowego polimeru, przy czym całkowita masa molekularna tych dwóch form sięga 
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40 000 Da [67]. Sukces tej fazy spowodowany jest tym, że zbudowana jest z dwóch 
polimerów przyjmujących różną strukturę. Celuloza przyjmuje strukturę liniową, 
podczas gdy amyloza tworzy strukturę spiralną, w wyniku czego otrzymujemy fazę 
stacjonarną zawierającą pięć centrów chiralnych. Pionierem tego typu fazy chiralnej był 
Okamato [69, 70]. 
Mechanizm różnicowania chiralnego na fazach tego typu polega głównie na 
inkluzji cząsteczek związków rozdzielanych do chiralnych wnęk sieci krystalicznej 
polimeru. Między selektorem a selektandem biorą udział takie oddziaływania, jak dipol-
dipol, π-π lub wiązania wodorowe. Kolumny ze złożami polimerów chiralnych 
produkowane są komercyjnie przede wszystkim pod nazwą Chiralcel OD i Chiralpak 
AD [71]. Struktura złoża Chiralcel została przedstawiona na Rys.8.  
 
Rys. 8. Struktura chemiczna wypełnień Chiralcel [71] 
 
4) Fazy posiadające chiralne wnęki – cyklodekstryny  
Cyklodekstryny stanowią grupę cyklicznych oligosacharydów otrzymanych  
w wyniku działania amylazy szczepu Bacillu macerans na skrobię. Zbudowane są  
z jednostek D(+)-glukopiranozowych połączonych wiązaniami α-1,4-acetylowymi. 
Cyklodekstryny oznaczone są greckimi literami, oznaczającymi liczbę jednostek 
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cząsteczek cukru: α-6-członowy pierścień cząsteczek cukru, β-7-członowy pierścień 
cząsteczek cukru, γ-8-członowy pierścień cząsteczek cukru i tak dalej [72]. Ten typ 
chiralnej fazy stacjonarnej jest otrzymywany poprzez związanie cyklodekstryny z żelem 
krzemionkowym, a rozdział związków zachodzi poprzez tworzenie kompleksów 
inkluzyjnych [73]. Cyklodekstryny przypominają kształtem stożek, z zewnątrz 
hydrofilowy i wewnątrz hydrofobowy, umożliwiając kompleksowanie substancji trudno 
rozpuszczalnych w wodzie.  
Do rozdziału chiralnego stosuje się głównie β-cyklodekstrynę, gdzie można 
stosować normalny lub odwrócony układ faz, z zastosowaniem nawet rozpuszczalników 
o dużej polarności. Niestety przy stosowaniu niepolarnych rozpuszczalników może 
występować niestabilność cyklodekstryn, w konsekwencji czego, przy stosowaniu 
odwróconego układu faz, ilość możliwych do zastosowania rozpuszczalników jest 
bardzo ograniczona [74].  
Różnicowanie chiralne substancji wymaga sterycznego dopasowania cząsteczek 
do wnęki cyklodekstryny oraz wystąpienia chiralnego rozpoznania. Dodatkowo musi 
ono zostać uzupełnione oddziaływaniami elementów strukturalnych rozdzielanej 
cząsteczki z grupami hydroksylowymi, obecnymi na krawędzi toroidalnej struktury 
cyklodekstryny. Rozdział enancjomerów zachodzi dzięki różnicom w stabilności 
utworzonych kompleksów inkluzyjnych z każdym izomerem [75]. Na rozdzielczość 
wpływają: odpychanie steryczne, pH, siła jonowa i temperatura fazy ruchomej [76]. Na 
Rys. 9 zaprezentowane zostały struktury chemiczne trzech głównych typów 
cyklodekstryn. 
 
  
 
  
 
Rys. 9. (a) γ-CD, struktura toroidalna przedstawiająca układ przestrzenny; (b) struktury 
chemiczne trzech głównych typów cyklodekstryn [77] 
5) Fazy ligandowymienne (LEC) 
Fazy ligandowymienne są najpopularniejszymi fazami stacjonarnymi  
w rozdziale enancjomerów w technice HPLC. Davankov i Rogozhin zasugerowali 
(a)                                 (b) 
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chromatografię enancjoselektywnej wymiany ligandów w wariancie techniki 
chromatografii cieczowej, jako kompletną, szybką, niezawodną i względnie tanią 
metodę rozdziału stereoizomerów klasy związków naturalnych i syntetycznych, jak 
aminokwasy, hydroksykwasy, aminoalkohole i inne związki zdolne do tworzenia 
kompleksów z jonami metali przejściowych [78]. Rozdział izomerów optycznych 
zachodzi tutaj poprzez utworzenie koordynacyjnych kompleksów, między ligandem 
będącym donorem elektronów, a jonami metali przejściowych [79]. Najczęściej 
stosowanymi metalami są dwuwartościowe jony Zn, Ni, Cd, Cu lub Hg [80], ponieważ 
tworzone przez nie kompleksy wykazują labilność kinetyczną.   
W różnicowaniu chiralnym α-aminokwasów często stosowane są jony Cu (II). 
Jony miedzi koordynują grupę α-aminową oraz grupę karboksylową, wiążąc metal  
w kwadratowy płaski układ. Dwa słabsze wiązania wierzchołkowe mogą zostać 
utworzone z innymi grupami ligandu lub z cząsteczkami rozpuszczalnika, co zostało 
zaprezentowane na Rys. 10 [81] .   
 
Rys. 10. Schemat utworzenia kompleksu koordynacyjnego między proliną a jonami 
Cu
2+
 [81] 
 
Chiralne dodatki do fazy ruchomej 
Rozdział enancjomerów z dodatkami do fazy ruchomej prowadzi się na 
klasycznych achiralnych kolumnach. Z reguły są to kolumny ze zwykłym żelem 
krzemionkowy lub modyfikowanym żelem krzemionkowym, np. RP-18. W celu 
osiągnięcia zadowalającego rozdziału mieszaniny racemicznej, należy zwrócić uwagę 
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na odpowiednie parametry chiralnego selektora takie, jak jego moc jonowa, pH fazy 
ruchomej, temperatura oraz stężenie organicznego modyfikatora [82].    
W zależności od rozdzielanej mieszaniny enancjomerów należy dobrać 
odpowiednie chiralne dodatki do fazy ruchomej. Powszechnie stosowane dodatki do 
fazy ruchomej są analogiczne do faz stacjonarnych stosowanych w technice 
wysokosprawnej chromatografii cieczowej i mogą to być: jony takich metali jak Cu(II), 
czy Ni (II), czyli odczynniki działające na zasadzie wymiany ligandów, lub α-, β-  
i γ-cyklodekstryny i ich pochodne, różne estry kwasu winowego, kwas 
kamforosulfonowy, lub chinina [83, 84].  
Główną zaletą tej metody jest niska cena kolumn achiralnych w porównaniu do 
kolumn chiralnych. Niestety, najistotniejszą wadą jest koszt chiralnych dodatków do 
fazy ruchomej. Konieczny jest również dobór takiego odczynnika różnicującego, który  
z łatwością zostanie usunięty z eluentu. Wadą jest również to, że obecność dodatku 
różnicującego często obniża możliwości detekcji.   
3.2.3. TECHNIKA CHIRALNEJ CHROMATOGRAFII GAZOWEJ 
W rozdziale enancjomerów znalazła również zastosowanie technika 
chromatografii gazowej (GC). Technika chromatografii gazowej została po raz pierwszy 
wykorzystana do różnicowania chiralnego w 1966 roku przez Gil-Ava wraz z zespołem. 
GC jest wykorzystywaną techniką do rozdziału chiralnego różnych leków, 
farmaceutyków, czy substancji agrochemicznych.   
 Gil-Av wraz ze współpracownikami do rozdziału enancjomerów aminokwasów 
używał estru laurylowego N-TFA-D-izoleucyny i estru laurylowego N-TFA-L-
izoleucyny. Nanosili te związki na ściany kolumny kapilarnej o długości 100 m  
i średnicy 250 µm. Okazało się, że w ten sposób prowadzony rozdział osiąga wydajność 
rzędu 98 000 półek teoretycznych. Rozdział prowadzony był w warunkach 
izotermicznych, w temperaturze 90 
o
C, gaz nośny stanowił azot, a czas analizy wynosił 
cztery godziny [85].  
 Rozwój rozdziału enancjomerów techniką GC nie postępował zbyt szybko,  
a główną przyczyną tego spowolnienia była niestabilność faz stacjonarnych  
w podwyższonej temperaturze, koniecznej do rozdziału chiralnego.  Dopiero w 1977 
naukowcy Frank, Nicholson i Bayer opracowali stabilną termicznie chiralną fazę 
stacjonarną. Uzyskali ją poprzez kopolimeryzację dimetylosiloksanu  
z (2-karboksypropylo)metoksy-silanem i tert-butyloamidem L-waliny. Wykazano, że 
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dzięki tej chiralnej fazie stacjonarnej można przeprowadzić rozdział większości 
aminokwasów i to w znacznie krótszym czasie analizy niż u Gil-Ava. Ponadto nowa 
faza wykazywała stabilność do 175 oC.  Fazy polisiloksanowe stosowane są  
w kolumnach o długości 20 m i średnicy 300 µm [86]. 
 Obecnie dostępna jest duża ilość faz stacjonarnych, m.in. o podstawie 
derywatyzowanych aminokwasów, polisiloksanów, czy cyklodekstryn. Fazy stacjonarne  
z wykorzystaniem cyklodekstryn stanowią najpopularniejszy chiralny selektor  
w technice GC.  
 W chiralnym różnicowaniu z użyciem techniki GC największą selektywność 
enancjomeryczną uzyskuje się poprzez maksymalizację różnic energetycznych między 
energią kompleksów tworzonych z chiralną fazą stacjonarną dla dwóch enancjomerów. 
Faza ruchoma odgrywa tutaj ważny parametr w optymalizacji środowiska chiralnego 
rozdzielania. Najczęściej stosowanymi gazami nośnymi są hel, azot i wodór. W celu 
uzyskania maksymalnej czułości i powtarzalności czystość tych gazów jest bardzo 
ważna [87]. 
3.3. ROZDZIAŁ POŚREDNI 
Pośredni rozdział enancjomerów opiera się na reakcji mieszaniny racemicznej 
selektanda z optycznie czystym chiralnym reagentem, w celu utworzenia pary 
diastereoizomerów. Derywatyzację chiralnych substancji często prowadzi się w celu 
zwiększenia wydajności procesu otrzymywania diastereoizomerów w procesie 
chiralnego różnicowania [88]. Otrzymane w procesie derywatyzacji diastereoizomery 
różnią się od siebie pod względem fizyko-chemicznym, dlatego rozdział ich może 
odbyć się z użyciem tradycyjnych metod chemicznych takich, jak frakcjonowana 
krystalizacja, destylacja lub też z użyciem chromatografii achiralnej. W tego typu 
reakcjach, mieszaniny enancjomerów B z reagentem (R)-A otrzymujemy: 
(R)-A + (R,S)-B (R)-A(R)-B + (R)-A(S)-B 
Stopień rozdziału (R)-A(R)-B i (R)-A(S)-B zależy od chiralnych struktur A i B oraz od 
połączeń między centrami chiralnymi, a także od użytego układu chromatograficznego. 
Kolejność elucji derywatyzowanych enancjomerów zostaje odwrócona, kiedy użyjemy 
drugiego z enancjomerów, (S)-A, otrzymując wtedy: 
(S)-A + (R,S)-B  (S)-A-(S)-B + (S)-A(R)-B 
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Kolejność eluowania enancjomerów B można zatem kierować poprzez wybór 
odpowiedniego enancjomerycznego odczynnika [65], wobec czego cenny jest dostęp do 
obu form enancjomerycznych selektorów.  
 Ważne jest też, aby do rozdziału pośredniego stosowane były odczynniki  
o wysokim stopniu chiralnej czystości. Jeżeli odczynnik nie jest w 100% czysty 
optycznie, ale jego skład enancjomerów jest wiadomy, na otrzymane wyniki można 
nanieść poprawki, ale z pewną utratą dokładności [89].     
 Tworzenie diastereoizomerów w rozdziale pośrednim jest wykorzystywane do 
różnych celów takich, jak ocena czystości optycznej, do oznaczania konfiguracji 
absolutnej oraz między innymi, do enancjoselektywnych testów biologicznych [90]. 
 Przy pomocy rozdziału pośredniego, poprzez utworzenie pochodnych związków 
rozdzielane są głównie takie związki chiralne, jak aminy [91, 92], alkohole [93] i kwasy 
karboksylowe [94]. W tabeli 2 znajdują się przykłady chiralnych reagentów 
stosowanych do derywatyzacji enancjomerów w rozdziale pośrednim.  
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Tabela 2. Przykładowe reagenty chiralne wykorzystywane do derywatyzacji 
enancjomerów 
Reagent Rozdzielane enancjomery 
1-Fenyloetyloamina 
CH NH2CH3
 
Kwas 2-fenylopropionowy,  
kwas 2-(2-naftylo)propionowy,  
kwas 2-(4-bifenylo)propionowy (Biprofen)  
(z zastosowaniem techniki wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej [95]) 
Izotiocyjanian 1-fenyloetylu
CHCH3 N C S
 
Związki aminowe takie, jak efedryna, 
fenyloglicyna, ester metylowy fenyloalaniny [96] 
(1-Naftylo)etyloamina 
CH NH2CH3
 
Rozdział kwasów monoterpenoidowych  [97] 
Boc-Phe-NCA 
N
O
O
O
O
O
C
CH3
CH3
CH3
 
Aminokwasy proteinogenne [98] 
FLEC 
CH3 O Cl
O
 
Aminokwasy [99] 
 
Na Rys. 11 przedstawiono przykładową reakcję derywatyzacji aminokwasów  
w roztworach wodnych, w temperaturze pokojowej z chiralnym odczynnikiem FLEC.  
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Rys. 11. Schemat reakcji aminokwasów z chiralnym reagentem FLEC [99] 
 Stosowane do derywatyzacji chiralne reagenty oprócz tego, że powinny być 
wysokiej czystości optycznej, również muszą posiadać trwałość stereochemiczną. 
Ponadto wymagane jest, aby reagowały szybko z odpowiednią grupą funkcyjną,  
w łagodnych warunkach i z podobną wydajnością dla obu enancjomerów, a także, aby 
były łatwe do usunięcia z cząsteczki diastereoizomerycznej. Metoda pośrednia jest 
skuteczną techniką enancjoseparacji aminokwasów, ale jak każda metoda, posiada 
pewne zalety i wady. Porównanie metody pośredniej i bezpośredniej oraz zalet i wad  
 obu tych strategii zostało przeprowadzone w tabeli 3 [100]. 
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Tabela 3. Porównanie zalet i wad metody pośredniej i bezpośredniej [100] 
 
Metoda pośrednia Metoda bezpośrednia 
Zalety 
1) Dobre właściwości chromatograficzne 
otrzymanych pochodnych; 
2) Przewidywalna sekwencja elucji; 
3) Dobre chromoforowe i fluoroforowe 
właściwości reagentów chiralnych do 
derywatyzacji, co zwiększa czułość 
detekcji w zakresie UV-Vis; 
4) Niski koszt achiralnych kolumn 
chromatograficznych; 
5) Często osiągany jest lepszy rozdział 
enancjomerów, niż w metodzie 
bezpośredniej. 
1) Czystość chiralnego selektora nie jest 
krytyczna; 
2) Podobna absorpcja molowa 
enancjomerów; 
3) Duża stosowalność w chromatografii 
preparatywej; 
4) Proste przygotowanie analitów  
i prostota przebiegu 
chromatograficznego. 
 
Wady 
1) Trudno jest pozyskać chiralnie czysty 
reagent do derywatyzacji; 
2) Mogą występować różnice w molowej 
absorpcji diastereoizomerów; 
3) Nadmiar odczynnika oraz powstałe 
produkty uboczne mogą zakłócić 
rozdział; 
4) Ograniczone zastosowanie w 
chromatografii preparatywnej; 
5) Proces derywatyzacji może być 
czasochłonny.  
1) CSP wykazują małą liczbę półek 
teoretycznych; 
2) Powolna kinetyka desorpcji; 
3) Nieprzewidywalna sekwencja elucji; 
4) Nie istnieje kolumna uniwersalna; 
5) CSPs wykazują dużą wrażliwość na 
warunki chromatografowania; 
6) Wysoka cena chiralnych kolumn 
chromatograficznych. 
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4. ANALIZA PEPTYDÓW TECHNIKĄ SPEKTROMETRII MAS 
Określanie masy cząsteczkowej wielocząsteczkowych związków pochodzenia 
naturalnego, czyli biopolimerów jest jednym z pierwszych etapów oznaczeń. Do lat  
70-tych ubiegłego stulecia jedynymi metodami, umożliwiającymi otrzymanie 
informacji na temat takich cząsteczek była elektroforeza, chromatografia  
i ultrawirowanie. Niestety, otrzymywane wyniki były bardzo nieprecyzyjne, a ich błąd 
względy wynosił średnio od 10 do 100%. Błąd ten wynikał z faktu, że wyniki zależały 
od innych niż masa cząsteczkowa właściwości, takich jak konformacja cząsteczki, 
promień Stokesa, czy hydrofobowość. Jedynym dostępnym wtedy sposobem na 
poznanie masy cząsteczkowej biopolimeru było obliczenie jej na podstawie struktury 
chemicznej związku [101].  
Chcąc stosować technikę spektrometrii mas największy problem stanowiło 
przeprowadzenie cząsteczek o tak dużych masach do fazy gazowej, co nie było możliwe 
do osiągnięcia przy zastosowaniu takich metod, jak jonizacja elektronami (EI) [102] 
i jonizacja chemiczna (CI) [103]. Techniki te znajdowały zastosowanie wyłącznie przy 
analizie lotnych substancji lub substancji przeprowadzonych w lotne pochodne. Do 
analizy nielotnych substancji, zastosowanie miała tylko jonizacja przez desorpcję polem 
(FD), ale niestety, sposób ten posiadał ograniczenia. Po pierwsze umożliwiał wykonanie 
widm substancji nielotnych jedynie do 2000 Da. Ponadto była to metoda delikatna, 
trudna do stosowania i wymagająca doświadczonego operatora [104].  
Analizę biopolimerów umożliwił dopiero rozwój takich metod jonizacji, jak 
desorpcja plazmą (PD), bombardowanie szybkimi atomami (FAB) [105] i desorpcja 
laserowa (LD) [106]. Od tej pory zajęto się już tylko poprawą analizy mas tych 
substancji, gdyż jony o pojedynczym ładunku i dużej masie są technicznie trudne do 
detekcji z dużą czułością. Dopiero wprowadzenie takich metod jonizacji jak rozpylenie  
w polu elektrycznym – elektrosprej (ESI) [107] i desorpcja laserowa wspomagana 
matrycą (MALDI) [108] wykazało zwiększenie precyzji i poprawę analizy próbek 
pochodzenia naturalnego.  
Przy pomocy spektrometrii mas można precyzyjnie określić zarówno masy 
cząsteczkowe peptydów i białek, jak również ich sekwencje [109, 110]. 
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4.1. METODY JONIZACJI PEPTYDÓW 
Do badań peptydów najczęściej wykorzystywane są cztery metody jonizacji: 
bombardowanie szybkimi atomami (FAB), bombardowanie szybkimi jonami (LSIMS), 
rozpylanie w polu elektrycznym (ESI) i desorpcja laserowa wspomagana matrycą 
(MALDI). Wszystkie te metody charakteryzują się tym, że wytworzone jony są trwałe,  
o niewielkim nadmiarze energii i nie ulegają praktycznie fragmentacji.  
Metoda bombardowania szybkimi atomami (FAB) polega na bombardowaniu 
próbki strumieniem obojętnych atomów o dużej energii. Najczęściej do tego celu 
używany jest argon, bądź ksenon [111]. Granica wykrywalności FAB-MS wynosi  
1-50 pmol, a precyzyjność metody 0,05%. Metoda ta umożliwia analizę cząsteczek  
w granicach 300 – 2000 Da [112, 113]. 
Elektrosprej (ESI) polega na wytworzeniu z roztworu elektrolitu naładowanych 
drobnych kropli o małej średnicy na wyjściu z kapilary. Następnie w polu elektrycznym 
między układem elektrod następuje odparowanie rozpuszczalnika i utworzenie jonów  
w fazie gazowej. Pole o wysokim potencjale (1-5 kV) wytwarza się między wylotem 
kapilary a przeciwelektrodą umieszczoną w małej odległości od kapilary [111]. Badania 
wykazały, że analiza względnej masy cząsteczkowej dla cząsteczek o masie ponad  
150 kDa osiąga precyzję większą, niż 0,05% [114]. Granica wykrywalności metody 
sięga 0,01-5 pmol, a zakres stosowania wynosi do ok. 80 kDa [115]. 
Desorpcja laserowa wspomagana matrycą (MALDI) wykorzystuje stałą matryce, 
która pełni kluczową rolę w procesach jonizacyjnych. Desorpcja i jonizacja zostają 
inicjowane krótkotrwałymi (kilka nanosekund) impulsami światła laserowego [116]. 
MALDI umożliwia rejestrację widm mas do 36-500 kDa, w niektórych przypadkach 
możliwa jest nawet analiza cząsteczek o masach przekraczających 1 Mda [117]. Granica 
wykrywalności tej metody to 0,001-1 pmol, a precyzja sięga 0,05%. 
W analizie peptydów głównie stosuje się analizatory: magnetyczny, 
kwadrupolowy, czasu przelotu i pułapkę jonową. 
Pomiary masy jonu z dokładnością do kilku setnych Da identyfikuje cząsteczkę, 
której masa teoretyczna obliczana jest na podstawie mas atomowych wchodzących w jej 
skład [118]. Rozdzielczość konieczna do rozróżniania poszczególnych pików profilu 
izotopowego piku macierzystego niewielkich peptydów jest niższa od rozdzielczości 
większości używanych analizatorów, a zmierzona masa cząsteczkowa odpowiada masie 
obliczonej przez dodawanie mas podstawowych izotopów każdego pierwiastka. 
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Rozdzielczość analizatorów wraz ze wzrostem masy lub ładunku jonu wzrasta. Dlatego  
w przypadku białek i większych peptydów poszczególne piki izotopowe są połączone  
w jeden rozciągający się na długość wielu jednostek (15 Da przy 10 000 i 45 Da przy 
100 000). Masa cząsteczkowa analizowanego białka obliczona dla wierzchołka piku 
izotopowego, odpowiada masie cząsteczkowej obliczonej ze średnich mas 
cząsteczkowych każdego z pierwiastków obecnych w białku [101].  
W metodzie jonizacji FAB w analizie peptydów problem sprawia tzw. zjawisko 
jonizacji konkurencyjnej. Zjawisko jonizacji konkurencyjnej polega na obniżeniu 
intensywności pozornych jonów molekularnych pewnych peptydów, kiedy w matrycy 
znajdują się peptydy bardziej hydrofobowe. Sygnał pochodzący od peptydów 
hydrofobowych może stać się znikomy. Dzieje się tak, ponieważ w metodzie FAB 
ekspulsji do fazy gazowej ulegają jony znajdujące się na powierzchni ciekłej matrycy,  
a w warstwie powierzchniowej chętniej lokalizują się peptydy hydrofobowe, niż 
hydrofilowe. Zjawisko to można zneutralizować poprzez zmianę pH lub przez 
derywatyzację zawartych w mieszaninie peptydów [119].    
4.2. USTALANIE SEKWENCJI AMINOKWASÓW W PEPTYDACH I BIAŁKACH 
Interpretacja widma mas stanowi najczęściej jedyną skuteczną metodę 
odczytywania zawartych w widmie informacji o strukturze związku. Zwykle wyróżnia 
się dwa następujące etapy procesu interpretacji widma: 
-  ustalenie masy cząsteczkowej i wzoru sumarycznego związku;  
- identyfikacja wybranych jonów fragmentacyjnych i dróg fragmentacji, w celu 
uzyskania informacji o strukturze związku [120].  
Widma mas białek i peptydów najczęściej zawierają piki jonów 
pseudomolekularnych (pozornego jonu molekularnego) [M + H]
+
, czyli z dołączoną 
cząsteczką protonu w pozytywnej jonizacji, a w negatywnej jonizacji następuję utrata 
protonu. Ten dodatkowy proton musi być brany pod uwagę, w celu prawidłowego 
dopasowania wartości m/z do peptydu w widmie mas. Na przykład peptyd, którego 
masa cząsteczkowa wynosi 2000 Da przy jonizacji pozytywnej, w wyniku czego 
przyłączy się jedna cząsteczka protonu, zostanie wykryty przy wartości m/z 2001.   
MW = 2000 Da 
m/z (2000 + 1)/1=2001 (z = +1) 
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Może też zaistnieć sytuacja, w której do cząsteczki peptydu dołączą się dwa 
protony. Wartość m zostanie zwiększona, a także z (ładunek) ulegnie zmianie, która 
zmieni ostateczną wartość m/z: 
MW = 2000 Da 
m/z = (2000 + 2)/2 = 1001 (z = +2)  
Stosunek intensywności pojedynczego lub podwójnego jonu może zmieniać się 
dla tego samego związku w różnych warunkach. Czasem można zaobserwować tylko 
pojedynczo naładowane jony peptydów, a przy innym pomiarze można obserwować 
tylko podwójnie lub potrójnie naładowane. Stan naładowania zależy od:  
 zastosowanej metody jonizacji, metoda jonizacji ESI sprzyja 
powstawaniu wielu jonów, natomiast sytuacja taka jest nieczęsta  
w przypadku jonizacji MALDI; 
 długości peptydu, szczególnie, gdy peptyd posiada wiele grup 
funkcyjnych, gdzie jest możliwość dodatkowego przyłączania protonów; 
  sekwencji peptydów, ponieważ niektóre aminokwasy, jak np. Arg lub 
Lys są bardziej podatne na jonizację, niż inne aminokwasy; 
 ustawień urządzenia i pH rozpuszczalników [121, 122]. 
W celu określenia struktury peptydu, badana cząsteczka powinna ulec 
fragmentacji jednego lub kilku wiązań. Fragmentacja powinna przebiegać w taki 
sposób, aby otrzymaną wartość m/z można było powiązać z ich strukturą chemiczną. 
Otrzymywanie pozornie trwałych jonów molekularnych dostarcza istotnych informacji 
na temat masy peptydów, białek, ale nie zawiera żadnej informacji o strukturze, ani  
o sekwencji aminokwasów w łańcuchu peptydowym. Dostarczenie dodatkowej energii 
do cząsteczki może spowodować fragmentację peptydu. Fragmentację można osiągnąć 
poprzez stosowanie fotodysocjacji, czy dysocjację wzbudzoną kolizją z powierzchnią 
(SID), lub przez wielofotonowe promieniowanie podczerwone (IRMPD), a także przez 
przechwycenie elektronu (ECD), jednak najpopularniejszym sposobem jest dysocjacja 
wzbudzona kolizją (CID). Powstałe jony fragmentacyjne są analizowane poprzez 
zastosowanie tandemowej spektrometrii mas [123, 124]. W tandemowej spektrometrii 
mas (MS/MS) analizatory łączone są szeregowo, dzięki czemu pierwsze urządzenie 
służy do wyizolowania jonu o określonej wartości m/z, po czym wybrany jon podawany 
zostaje dalszej fragmentacji, a powstałe jony fragmentacyjne zostają analizowane  
w drugim z analizatorów [125]. 
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W przypadku fragmentacji peptydów, powstałe jony fragmentacyjne opisuje się 
zgodnie z powszechnie stosowaną nomenklaturą, zaprezentowaną na Rys. 12.  
 
Rys. 12. Stosowana nomenklatura jonów peptydów powstałych w wyniku fragmentacji 
[124] 
 
 W wyniku fragmentacji może zostać zerwane jedno lub dwa wiązania 
peptydowe, a także łańcuchy boczne aminokwasu. Fragmenty pochodzące z rozerwania 
wiązania w łańcuchu głównym dają sześć typów fragmentów oznaczonych 
odpowiednio an, bn i cn, jeśli ładunek dodatni pozostanie po stronie N-końca łańcucha. 
Natomiast, jeżeli ładunek dodatni będzie zatrzymany po stronie C-końca łańcucha, 
otrzymane fragmenty zostaną oznaczone odpowiednio xn, yn i zn. Liczba w indeksie 
odpowiada liczbie aminokwasów, które zawiera jon fragmentacyjny [126].  
 Sekwencja aminokwasów w łańcuchu peptydowym jest określana na podstawie 
różnicy mas między kolejnymi jonami z tej samej serii. 
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5. REAKCJE OSCYLACYJNE  
Dobrze znane klasyczne reakcje chemiczne (nieoscylacyjne) i reakcje 
oscylacyjne różnią się od siebie. Przebieg takich klasycznych reakcji chemicznych jest 
następujący: z biegiem czasu ilość substancji wyjściowych zwanych substratami maleje, 
produktów rośnie, a cała reakcja znajduje się w stanie równowagi. Reakcje oscylacyjne 
stanowią specyficzny nierównowagowy układ. W trakcie przebiegu tego procesu 
niektóre reagenty biorące w nich udział podlegają niemonotonicznym, a więc w tym 
przypadku oscylacyjnym zmianom w czasie. W trakcie takich spontanicznych reakcji 
może powstawać pewien nietrwały produkt przejściowy. Na Rys. 13. znajduje się 
porównanie typowej reakcji chemicznych z reakcją oscylacyjną [127]. 
𝑆1 + 𝑆2 + ⋯ → 𝑃1 + 𝑃2 … 
 
Rys. 13. Porównanie czasowych zmian stężeń: a) substratu [S] i produktu [P] w typowej 
reakcji chemicznej, b) substancji przejściowych [X] i [Y] w reakcji oscylacyjnej [127] 
Procesy fizykochemiczne muszą spełniać następujące kryteria, aby ich przebieg 
mógł przybrać charakter oscylacyjny [127]:  
1) Parametry układu muszą znajdować się poza stanem równowagi. Osiągnięcie 
takich parametrów jest możliwe przez dużą wartość siły napędowej reakcji, 
której miarą jest, odpowiednio ujemna energia swobodna, ΔF lub swobodna 
entalpia reakcji ΔG, w warunkach izotermiczno-izochorycznych lub 
izotermiczno-izobarycznych. Potencjalne rozproszenie energii 
uwarunkowane jest ujemnym wkładem entropii do układu, która jest 
produktem ubocznym głównego procesu dyssypatywnego, związanego  
z dużą produkcją entropii, zgodną z warunkami spełniającymi II zasadę 
termodynamiki.  
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2) Otrzymane kinetyczne postaci równania reakcji muszą być nieliniowe. 
Równania te powinny posiadać człony wyrażające np. iloczyny stężeń, co 
najmniej dwóch form przejściowych lub stężenie pojedynczej formy 
podniesione do potęgi, różnej od jedności.  
3)  Procesy powinny przebiegać według etapowych mechanizmów reakcji,  
a więc posiadać pętle. Etapy takiej reakcji powinny polegać na sprzężeniach 
zwrotnych, czyli autokatalizie lub autoinhibicji, a czasem o odpowiednio 
opóźnionym działaniu.  
5.1. RYS HISTORYCZNY 
Reakcje oscylacyjne są obecne tak długo jak długo istnieje życie na Ziemi. 
Każdy żywy system wykazuje oscylacyjne procesy, jednak same badania procesów 
oscylacyjnych w szerokim zakresie termodynamiki nieliniowej są stosunkowo nowe. 
Obecna wizja otaczającej przyrody ulega gruntownym zmianom, a rozwój ten idzie  
w kierunku wielkości, czasowości i złożoności. W nauce przez długi czas panowały 
poglądy mechanistyczne. Aktualnie wiedza zostaje poszerzona o pluralistyczne 
wyobrażenia świata. Procesy odwracalne nie posiadają uprzywilejowanego kierunku 
czasu, a procesy nieodwracalne charakteryzują się istnieniem strzałki czasu, która staje 
się wyraźniej dostrzegana w miarę opuszczania mikroświata mechaniki kwantowej oraz 
wchodzenia do makroświata codziennych doświadczeń [128]. 
W 1828 roku Fechner opisał ogniowo elektrochemiczne [129], które 
produkowało oscylacyjny prąd i tym samym był to pierwszy raport dotyczący zjawiska 
oscylacyjnego w układach chemicznych. W 1899 roku Ostwald zaobserwował, że 
szybkość rozpuszczania chromu w kwasie okresowo ulega zwiększeniu i zmniejszeniu. 
Oba systemy, w których dokonano tych obserwacji były niejednorodne, dlatego uważa 
się, że pierwsze eksperymentalne obserwacje procesów oscylacyjnych dotyczą układów 
heterogenicznych. 
Pierwsze modele mechanizmu reakcji oscylacyjnych zaproponował Lotka  
w 1920 roku, a w 1926 roku mechanizm zawierający podobne równania został 
zaproponowany przez Volterra. Kolejne ważne odkrycie pochodziło z neurobiologii,  
z eksperymentalnych i teoretycznych prac badawczych Hodgkina i Huxleya [130]. 
Badania te wyjaśniały fizykochemiczne podstawy potencjału czynnościowego  
w komórkach. Ich teoria została później wykorzystana w celu wyjaśnienia 
oscylacyjnego potencjału w błonach komórkowych.  Co ciekawe klasyczne badania 
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Hogkina i Huxleya pojawiły się w tym samym roku, jako pionierskie analizy wzorów 
przestrzennych w układach chemicznych Turinga. Dalszy kierunek rozwoju 
periodycznych zjawisk w zakresie fizykochemicznym uczynił w 1956 roku  Prigogine  
i Balescu wykazując, że zjawiska oscylacyjne mogą występować poza równowagą 
termodynamiczną, w układach otwartych opisanych prawami kinetyki nieliniowej. 
Wyniki te zostały rozszerzone o analizy abstrakcyjnych modeli reakcji oscylacyjnych, 
takich jak Brukselator. Nazwa ta wywodzi się z modelu teoretycznego szczegółowych 
badań prowadzonych w Brukseli przez Lefevera, Nicolisa i Prigogine’a [131]. Idea 
Brukselatora wywodzi się z historycznego raportu Turinga [132]. 
Wiele powstających struktur w przestrzeni układów chemicznych znajdujących 
się poza krytycznym punktem stabilności w stosunku do dyfuzji rytmu odpowiada 
organizacji czasowej, która pojawia się poza krytycznym punktem stabilności  
w nierównowagowym stanie stacjonarnym. Samoorganizacja struktur poza stanem 
równowagi może być utworzona przez rozproszenie energii związanej z wymianą masy 
pomiędzy układem chemicznym, a ich otoczeniem. Takie samoorganizujące struktury 
zostały nazwane strukturami dyssypatywnymi, a nazwę tę nadał im Prigogine. Struktury 
te są oznaką, że prawdopodobnie chemiczny lub biologiczny układ funkcjonuje poza 
stanem równowagi, a taka pozarównowagowa niestabilność, jest spowodowana 
układem, a nie jego otoczeniem. Wyróżnia się przestrzenne, czasowo-przestrzenne  
i czasowe struktury dyssypatywne.  
Z matematycznego punktu widzenia pojawienie się oscylacji odpowiada 
pojawieniom się bifurkacji Hopfa. Gdy układ przekroczy cykl graniczny i utraci 
stabilność może, przejść w jakościowe nowe zachowania, a taka zmiana nazywana jest 
bifurkacją. W ogólnym przypadku trudno przewidzieć dalsze losy układu, w którym się 
on dokonał. Natomiast bifurkacja Hopfa charakteryzuje się utrata stabilności przez stan 
stacjonarny na rzecz stanu oscylacyjnego [133]. 
Najbardziej znaną, odkrytą reakcją oscylacyjną jest reakcja Biełousowa-
Żabotyńskiego (BŻ), odkryta w latach pięćdziesiątych ubiegłego wieku. Reakcja ta 
polega na utlenianiu kwasu organicznego (np. cytrynowego lub malonowego) przy 
pomocy bromianu w obecności katalitycznej pary redoks Ce(IV)/Ce(III) [134]. 
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5.2. BRUKSELATOR Z HOMOGENICZNYM ROZKŁADEM REAGENTÓW  
Modele procesów oscylacyjnych przyciągnęły znaczną uwagę w ostatniej 
dekadzie. Dobrze znane są modele: Lottki-Volterra, oscylator Bonhoeffer-van der Pola, 
Chuasa, Lorenza oraz Brukselator [135]. W modelu Lotki-Volterra pomimo faktu, że 
określał zachowania oscylacyjne „prostych” chemicznych reakcji, okazał się 
niewystarczający do opisu rzeczywistych układów chemicznych, występujących  
w przyrodzie. Dopiero Prigogine i Lefevere wykazali poprzez analizy i symulacje 
numeryczne, że ich model pokazuje jednorodne drgania i namnażające się fale, 
widoczne w reakcji BŻ. Ponadto Brukselator był bardzo ważny, ponieważ wykazywał, 
że układy chemiczne mogą ulegać samoorganizacji. Brukselator jest jednym  
z najbardziej znanych abstrakcyjnych modeli reakcji oscylacyjnych. Nazwę tę nadał mu 
Tyson w 1973 roku na cześć prac zespołu działającego w Brukseli pod kierownictwem 
Prigogine’a. W 1977 Nicolis i Prigogine podsumowali pracę szkoły brukselskiej  
w książce pt. „Samoorganizacja w nierównowagowych systemach”, a za zasługi  
w badaniach systemów nierównowagowych Prigogine w 1977 r. otrzymał Nagrodę 
Nobla w dziedzinie chemii [136]. 
W Brukselatorze występują następujące mechanizmy reakcji [136]: 
                    𝐴 → 𝑋             (1) 
              2X + Y → 3X         (2) 
             B + X → Y + D       (3) 
                   X → E               (4) 
 
                          A + B → D + E (proces sumaryczny)             (5) 
Wszystkie etapy te są nieodwracalne, a ich stałe szybkości są równe jedności.  
W modelu tym znajdują się dwie formy przejściowe [X] i [Y], ale wśród reakcji 
składowych pojawia się etap trójcząsteczkowy. Gdy w tym mechanizmie stężenia form 
A, B, C, D uzna się za stałe w czasie, to zmiany stężeń substancji przejściowych X i Y 
opisane zostaną przez następujące układy równań różniczkowych [127]:  
  
𝑑[𝑋]
𝑑𝑡
=  𝐴 + [𝑋]2 𝑌 − ( 𝐵 + 1)[𝑋]
𝑑[𝑌]
𝑑𝑡
=  𝐵  𝑋 − [𝑋]2 𝑌                         
                                      (6) 
 Parametry stanu stacjonarnego wynikają z przyrównywania do zera wartości 
lewych stron tych równań 
 
 𝐴 + [𝑋]𝑠𝑡
2 [𝑌]𝑠𝑡 − ( 𝐵 + 1)[𝑋]𝑠𝑡 = 0
 𝐵 [𝑋]𝑠𝑡 − [𝑋]𝑠𝑡
2 [𝑌]𝑠𝑡 = 0                       
                                      (7) 
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Rozwiązanie tego układu prowadzi do wniosku, że Brukselator wykazuje tylko 
jeden stan stacjonarny, określony poprzez stężenia substratów 
[𝑋]𝑠𝑡 = 𝐴                [𝑌]𝑠𝑡 = [𝐵]/[𝐴]                                             (8) 
Stabilność stanu stacjonarnego zostaje osiągnięta, jeśli spełniona jest następująca 
relacja między stężeniami A i B: 
 𝐵 < [𝐴]2 + 1                                                                            (9) 
Jeśli zmieniając stężenie B osiągnie się krytyczną wartość [B]kr = [A]
2
 +1, to 
następuje bifurkacja Hopfa (dotychczasowy pojedynczy stan stacjonarny traci 
stabilność), a wówczas w zakresie stężeń, takich, że  
 
        𝐵 > [𝐴]2 + 1                                                                                (10) 
obserwuje się zupełnie nowy sposób zachowania układu – stabilne oscylacyjne stężenia 
X i Y, reprezentowane w przestrzeni fazowej przez cykliczną, stabilną trajektorię, zwaną 
też stabilnym cyklem granicznym. Stabilność cyklu granicznego przejawia się tym, że 
do ustalonych warunków początkowych dążą wszystkie trajektorie, rozpoczynające się 
od różnych początkowych wartości [X] i [Y]. Istnieje również możliwość pojawienia się 
cyklu granicznego niestabilnego lub półstabilnego. Niestabilny cykl występuje, gdy 
fluktuacje wywołują przejście układu w trajektorię oddalającą się od cyklu,  
a półstabilny, gdy np. trajektorie z zewnątrz cyklu dążą do niego, a z wewnątrz – do 
centralnego stanu stacjonarnego [127].   
Przykładowa symulacja komputerowa cyklu granicznego została przedstawiona 
na Rys. 14, a na Rys. 15 symulacja modelu Brukselatora, przy różnych stosunkach 
wartości A i B.  
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Rys. 14. Przestrzeń fazowa uzyskana dzięki zintegrowaniu numerycznemu równań 
kinetycznych w Brukselatorze. Trajektoria fazowa [X] i [Y] modelu dla [B]=4, (a) układ 
szybko dąży do atraktora cyklu granicznego; (b) stan niezgodny z adiabatyczną 
ewolucją zmiennej Z, system ewoluuje w kierunku stanu równowagi. W obu 
przypadkach zostały wybrane takie same warunki początkowe X(0) = Y(0) = Z(0) = 0 
[137]. 
 
Rys. 15. Model Brukselatora gdzie: (a) [A] = 1, [B] = 2, α = 1,05; (b) [A] = 1, [B] = 2,  
α = 1,4; (c) [A] = 1, [B] = 3, α = 0,9; (d) [A] = 1, [B] = 3, α = 0,7 [135] 
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5.3. OSCYLACYJNA INWERSJA CHIRALNA I OSCYLACYJNA KONDENSACJA 
CHIRALNYCH NISKOCZĄSTECZKOWYCH ZWIĄZKÓW  
Wcześniejsze badania niskocząsteczkowych związków chiralnych z grupy 
profenów [138], hydroksykwasów [139] i aminokwasów [140] wykazały ich 
niestabilność strukturalną w roztworach. Niestabilność strukturalna takich związków 
rozpuszczonych w niskocząsteczkowych rozpuszczalnikach wodno-organicznych 
polega na oscylacyjnej inwersji chiralnej i oscylacyjnej polikondensacji. Pojedyncze 
związki, jak i ich mieszaniny, w roztworach wodnych wykazują zdolność do ulegania 
reakcjom oscylacyjnym.  
Badania profenów przeprowadzono głównie poprzez zastosowanie techniki 
chromatografii cienkowarstwowej i polarymetrii. Dodatkowo stosowano również 
technikę wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC oraz NMR. Badania 
profenów wykazały, że związki te w niskocząsteczkowych rozpuszczalnikach ulegają 
transenancjomeryzacji (inwersji chiralnej). Ponadto w badaniach wykazano, że inwersja 
strukturalna profenów nie zachodzi bezpośrednio, ale poprzez stadium pośrednie, jakim 
jest enol.  
Kolejnym badaniom został poddany kwas mlekowy, który również wykazał 
niestabilność strukturalną w roztworach wodno-organicznych, w wyniku której ulega on 
reakcji enancjomeryzacji [141]. Badania zostały przeprowadzone w dwóch różnych 
rozpuszczalnikach, acetonitrylu i w 70% wodnym roztworze metanolu. Ponadto 
również kwas mlekowy wykazał stadium pośrednie, według następującego 
schematycznego mechanizmu w rozpuszczalniku wodnym: 
kwas L-mlekowy ↔ jon enolanowy ↔ kwas D-mlekowy 
W niewodnych rozpuszczalnikach reakcja enancjomeryzacji kwasu  
L-mlekowego przedstawia się w następujący, schematyczny sposób:  
kwas L-mlekowy ↔ enol ↔ kwas D-mlekowy 
Na podstawie wyników otrzymanych techniką HPLC-DAD i HPLC-ELSD,  
LC-MS oraz NMR skonstruowano model procesu oscylacyjnej oligomeryzacji. Model 
ten został opracowany przy współpracy z prof. Irvingiem R. Epsteinem z Brandeis 
University w Waltham, MA USA. Model ten uwzględnia trzy indywidua chemiczne: 
prekursora P (którym może być np. kwas mlekowy), krótkiego oligomeru E, 
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wywodzącego się z prekursora oraz agregatu (prawdopodobnie micela M), utworzonego 
z kilku cząsteczek E. Kluczowym założeniem tego modelu jest to, że M może tworzyć 
się na dwa sposoby: przy pomocy szlaku niekatalizowanego lub przez autokatalizę, 
gdzie M służy jako szablon do powstawania większej ilości M. Reakcja przebiega  
w następujący sposób:  
𝑛1𝑃  𝐸                  𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘0𝑃            𝑜𝑙𝑖𝑔𝑜𝑚𝑒𝑟𝑦𝑧𝑎𝑐𝑗𝑎                           (11) 
𝑛2𝐸  𝑀                𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑢𝐸           (𝑛𝑖𝑒𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑧𝑜𝑤𝑎𝑛𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑗𝑎)     (12) 
2𝑀 + 𝑛2𝐸  3𝑀   𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑎𝑀
2𝐸    (𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑧𝑜𝑤𝑎𝑛𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑗𝑎)          (13) 
𝑀 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡         𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑏𝑀         (𝑟𝑜𝑧𝑘ł𝑎𝑑)                                        (14) 
Bardziej szczegółowy model powinien zawierać sekwencje elementarnych 
kroków agregacji [142]: 
𝐸 + 𝐸  𝐸2;       𝑘1                                                                                                    (15) 
𝐸2 + 𝐸  𝐸3;     𝑘2                                                                                                     (16) 
… 
𝐸𝑖 + 𝐸  𝐸𝑖+1 ;    𝑘𝑖                                                                                                   (17) 
… 
oraz analogiczne kroki elementarne przedstawiające powstawanie E z P [141]. 
Ponieważ twórcy modelu nie posiadali żadnej wiedzy na temat stałych szybkości 
poszczególnych etapów agregacji, zostało zaproponowane podejście podobne do 
zastosowanego przez Coveneya i Wattisa [143]. Elementarne etapy agregacji zostały 
zastąpione przez pojedynczy etap agregacyjny o efektywnej liczbie agregacji (n2)  
i efektywnej stałej szybkości agregacji (ku). Podobne podejście zastosowano do opisu 
powstawania reaktywnych form E, gdzie n może być równe 1, jeżeli czynnik 
decydujący o szybkości enolizacji wystarczy do dalszego szybkiego sumowania 
cząsteczek, n1 = 2 w przypadku gdy wymagana jest dimeryzacja itd. Gdy  n1 > 2 
wówczas równanie modelu zakłada możliwość wychwycenia sekwencji procesów 
inicjujących. Model ten jest równocenny z modelem Gray-Scotta [144], przy czym 
rozpad prekursora związany jest ze zgrubnymi parametrami agregacji n1 i n2 prowadzi 
do oscylacji o wartościach n1 wynoszących co najmniej 20 oraz do wartości n2 
mieszczących się w przedziale 1 ≤ n2 ≤ 8. Liczba oscylacji maleje wraz ze wzrostem n1 
i n2, czyli drgania są bardziej intensywne przy mniejszych agregacjach. Rys. 16 
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przedstawia symulację dla n1 = 5 i n2 = 8. Amplituda (dla stężenia 1,4 mmol·l
-1
)  
i założony okres (ok. 30 min), są zgodne z przeprowadzonym eksperymentem.  
 
Rys. 16. Symulacja oscylacji. Początkowe stężenie P = 0,02 mol·dm-3. Wartość 
parametrów: n1 = 5, n2 = 8, k0 = 1,5 ·10
-5
 s
-1
; ku = 5 · 10
-5
 s
-1
; ka = 2,5 ·10
5
 M
-2·s-1,  
kb = 5 · 10
-3
 s
-1
 [141]. 
  Aminokwasy również ulegają reakcji inwersji chiralnej, w wyniku której 
powstaje produkt pośredni. Na podstawie danych eksperymentalnych można założyć, że  
w roztworach wodnych reakcja ta przebiega zgodnie z poniższym schematem [145]:  
(+) enancjomer ↔ jon enolanowy ↔ (-) enancjomer 
W środowisku bezwodnym lub w obecności śladowych ilości wody schemat tej reakcji 
może wyglądać następująco:  
(+) enancjomer ↔ enol ↔ (-) enancjomer 
 Mechanizm samorzutnej reakcji inwersji chiralnej może zachodzić według 
proponowanego schematu zaprezentowanego na schemacie 1 (a).  Dodatkowo badania 
roztworów aminokwasów wykazały, że związki te oprócz procesu oscylacyjnej 
enancjomeryzacji ulegają procesowi oscylacyjnej kondensacji. Mechanizmu takiego 
procesu został zaprezentowany na schemacie 1 (b). Co więcej, odpowiednie badania 
wykazały, że te dwa oscylacyjne procesy zachodzą paralelnie, co zostało 
zaprezentowane na schemacie 1 (c). 
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Schemat 1. Molekularny mechanizm procesu zachodzącego w jednoskładnikowym 
układzie L-aminokwasu rozpuszczonego w wodno-organicznym roztworze: (a) inwersja 
chiralna L-aminokwasu do D-aminokwasu, (b) proces kondensacji (c) ogólny schemat 
paralelnego procesu inwersji chiralnej i kondensacji     
Oscylacyjne reakcje aminokwasów zachodzą bez stosowania katalizatorów, bez 
żadnej innej ingerencji w roztwór, a cały proces rozpoczyna się samorzutnie. Procesy te 
(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(c)
(c) 
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mogą ewentualnie powstawać w wyniku reakcji rodnikowych. Reakcje takie, mogą być 
inicjowane energią cieplną, światłem ultrafioletowym (UV), albo chemicznym 
inicjatorem reakcji rodnikowych. Raz zainicjowana reakcja rodnikowa prowadzi do 
samorzutnej propagacji, dzięki czemu otrzymuje się pule świeżych wolnych rodników. 
Zakończenie tego procesu polega na przerwaniu propagacji, czyli terminacji, w wyniku 
której powstaje dimer rekombinacyjny [145]. Schemat przebiegu takiej reakcji 
rodnikowej jest przedstawiony na Rys. 17.  
 
Rys. 17. Schemat samorzutnej reakcji rodnikowej; a) etap inicjacji; b) etap propagacji; 
c) etap terminacji [145] 
Jedną z badanych par aminokwasów był układ L-Hyp-L-Pro. Eksperyment 
polegał na rozpuszczeniu pojedynczych badanych aminokwasów, a następnie 
monitorowaniu tak przygotowanych roztworów z użyciem HPLC. Kolejnym etapem 
było rozpuszczenie pary tych samych aminokwasów i ponownie monitorowanie zmian 
ich stężenia z użyciem HPLC. Otrzymane wyniki umożliwiły opracowanie modelu 
teoretycznego obrazującego nieliniową, samorzutną kondensację w układach 
dwuskładnikowych aminokwasów. Model ten pozwala określić wzajemną 
kooperatywność aminokwasów i ich wzajemnego oddziaływania na siebie  [146]. 
Wyróżniono w ten sposób cztery możliwe scenariusze przebiegu procesu 
kondensacji:  
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a) Niezależne zachowanie dwóch aminokwasów występujące wówczas, gdy 
monomeryczne formy aminokwasów nie wpływają wzajemnie na dynamikę 
swojej indywidualnej peptyzacji; 
b) Jeden aminokwas katalizuje peptyzację drugiego aminokwasu; 
c) Drugi aminokwas katalizuje peptyzację pierwszego aminokwasu; 
d) Kooperatywne zachowanie dwóch aminokwasów w procesie peptyzacji, bez 
widocznej dominacji żadnego z nich.  
 
Równania tego modelu są następujące:  
Oscylator 1: 
𝑛1𝑃1  𝐸1                         𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘01𝑃1            (𝑜𝑙𝑖𝑔𝑜𝑚𝑒𝑟𝑦𝑧𝑎𝑐𝑗𝑎)                       (18) 
𝑛21𝐸1  𝑀1                    𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑢1𝐸1             𝑛𝑖𝑒𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑦𝑐𝑧𝑛𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑗𝑎     (19) 
2𝑀1 + 𝑛21𝐸1  3𝑀1     𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑎1𝑀1
2𝐸1        𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑦𝑐𝑧𝑛𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑗𝑎          (20) 
𝑀1  𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑦            𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑏1𝑀1             𝑟𝑜𝑧𝑘ł𝑎𝑑                                       (21) 
Oscylator 2: 
𝑛12𝑃2  𝐸2                      𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘02𝑃2               𝑜𝑙𝑖𝑔𝑜𝑚𝑒𝑟𝑦𝑧𝑎𝑐𝑗𝑎                        (22) 
𝑛22𝐸2  𝑀2                    𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑢2𝐸2              𝑛𝑖𝑒𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑦𝑐𝑧𝑛𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑗𝑎    (23) 
2𝑀2 + 𝑛22𝐸2  3𝑀2     𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑎2𝑀2
2𝐸2         𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑡𝑦𝑐𝑧𝑛𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑗𝑎          (24) 
𝑀2  𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑦           𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑏2𝑀2              (𝑟𝑜𝑧𝑘ł𝑎𝑑)                                     (25) 
Kataliza krzyżowa: 
2𝑀1 + 𝑛22𝐸2  2𝑀1 + 𝑀2    𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑐1𝑀1
2𝐸2       1 𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑧𝑢𝑗𝑒 2                    (26) 
2𝑀2 + 𝑛21𝐸1  2𝑀2 + 𝑀1    𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑐2𝑀2
2𝐸1     2 𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑧𝑢𝑗𝑒 1                     (27) 
 
gdzie Pi, i = 1,2, jest monomerem, np. L-Pro lub L-Hyp, Ei jest oligomerem o składzie 
n1i cząsteczek Pi, a Mi jest agregatem utworzonym z n2i cząsteczek Ei. Para agregatów 
katalizuje powstanie trzeciego agregatu.  
Chociaż w rzeczywistości układ ten może być rozszerzony na długie polimery  
i duże agregaty, to w uproszczonym modelu brana jest pod uwagę tylko jedna wartość 
reprezentatywna dla każdego z tych parametrów i każdego gatunku. Analogicznie jak  
w przypadku modelu kwasu mlekowego, również w tym modelu, istnieją braki  
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w wiedzy na temat stałych szybkości, dlatego zostały przyjęte przybliżenia, podobne do 
tych przyjętych u Coveneya i Wattisa.   
Na Rys. 18 zostały przedstawione wykresy prezentujące teoretycznie 
wyodrębnione scenariusze omawianych zachowań. Symulacje modelu przedstawione na 
rys. 18 zostały stworzone na podstawie tabeli 4.  
 
Tabela 4. Parametry użyte do symulacji modelu przedstawionego w pracy [146] 
Parametry Oscylator 1 Oscylator 2 
P0 (początkowe stężenie M) 
n1 
n2 
k0 (s
-1
) 
ku (s
-1
) 
ka (M
-2
 s
-1
) 
kb (s
-1
) 
kc (M
-2
 s
-1
) 
0,1 
5 
8 
1,5·10-5 
5,0·10-5 
2,5·105 
5,0·10-3 
2,5·104 lub 0 
0,06 
3 
6 
2,5·10-5 
8,0·10-5 
6,0·105 
7,0·10-3 
6,0·104 lub 0 
 
 
Rys. 18. Cztery teoretyczne scenariusze wzajemnego zachowania się pary 
aminokwasów: a) brak katalizy między monomerycznymi formami aminokwasów;  
b) jeden aminokwas katalizuje oscylacyjną peptyzację drugiego aminokwasu; c) drugi 
aminokwas katalizuje oscylacyjną peptyzację pierwszego aminokwasu; d) wzajemna 
kataliza dwóch aminokwasów [146] 
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6. BADANIE SAMOORGANIZUJĄCYCH SIĘ PEPTYDÓW W MIKRO-  
I NANOSTRUKTURY 
W żywych organizmach peptydy mogą ulegać samoorganizacji, w wyniku, 
której tworzą się nieprawidłowo pofałdowane białka. Skutkiem takich zmian jest 
tworzenie się złogów w samorzutnym procesie prowadzącym do agregacji  
i powstawania oligomerów i nierozpuszczalnych uporządkowanych włókien amyloidu. 
Włókna amyloidu są charakterystyczną cechą zróżnicowanej grupy chorób 
niepowiązanego pochodzenia, takich jak choroba Alzheimera, cukrzyca typu II  
i choroba prionowa [147 - 150].   
Zjawisko samoorganizacji można definiować, jako spontaniczne łączenie się 
pojedynczo „rozrzuconych” elementów w uporządkowane struktury, bez ingerencji 
człowieka. Peptydy w środowisku abiotycznyn zdolne są do tworzenia zróżnicowanych 
struktur i w wyniku samoorganizacji mogą tworzyć nanorurki, nanosfery, nanowłókna, 
nanotaśmy i hydrożele [151]. Zjawisko to jest tym bardziej ciekawe, że proces ten nie 
wymaga stosowania specjalistycznych narzędzi ani ekstremalnych warunków, jak 
temperatura czy też ciśnienie. Proces ten przebiega w łagodnych warunkach 
pokojowych [152]. Samoorganizujące się struktury peptydowe znajdują zastosowanie, 
jako materiały biologiczne w rozwijającej się gałęzi nanotechnologii, a głównie 
nanobiotechnologii [153].  
 Nanobiotechnologia skupia w sobie nauki biologiczne, biochemiczne i fizyczne, 
działające w obszarze małych struktur (małe struktury definiuje się jako wahające się od 
1 nm do 1 mm) [154]. Zajmuje się ona przede wszystkim badaniami nad istniejącymi 
nanostrukturami i możliwościami wykorzystania ich na skale przemysłową. 
Nanostruktury peptydowe mogą znaleźć głównie zastosowanie w produkcji 
biosensorów, w diagnostyce, jako przekaźniki leków w organizmach i w inżynierii 
tkankowej [152]. 
 Biosensory z użyciem nanostruktur peptydowych tworzone są poprzez 
modyfikację nanorurek peptydowych, polegającą na budowaniu bloków nanorurek na 
podłożu z metalu, głównie złota, lub półprzewodnika. Tak zmodyfikowane nanorurki 
mogą służyć jako czujniki o wysokiej specyficzności. Otrzymane w ten sposób czujniki 
charakteryzują się biokompatybilnością, dzięki czemu mogą znaleźć zastosowanie  
m. in. w badaniach przeciwciało-antygen [155]. 
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 Odbyły się też pierwsze próby zastosowania samoorganizujących się struktur 
peptydowych w inżynierii tkankowej, jako rusztowania będące substratem wzrostu 
komórek nerwowych, które mogą tworzyć aktywne synapsy. Odpowiednia sekwencja 
peptydów,  z których zostaje utworzone takie rusztowanie peptydowe służy jako 
matryca dla wzrostu komórek. Gdy taka matryca zostanie wprowadzona do 
uszkodzonego obszaru organizmu, zregenerowane aksony połączą się ponownie, co 
zaowocuje odtworzeniem tkanek docelowych [156].  
 Wykorzystywane są różne metody do badań struktur peptydowych. W niniejszej 
pracy posługiwano się głównie turbidymetrią i skaningową mikroskopią elektronową 
(SEM).  
6.1. TURBIDYMETRIA 
Turbidymetria polega na ilościowym oznaczeniu zawiesiny w próbce poprzez 
pomiar intensywności światła przepuszczonego przez tę próbkę [157]. Ośrodkami 
niejednorodnymi mogą być zawiesiny ciał stałych w cieczy lub ciał stałych albo cieczy  
w gazach (aerozolach). Wiązka światła przechodząc przez płyn, w którym są 
zawieszone cząstki stałe, ulega rozproszeniu. Mechanizm tego zjawiska jest zależny od 
rozmiaru cząstek. W przypadku średnicy 1-100 nm, promień światła ulega ugięciu 
(rozproszenie Rayleigha). Cząstki tej wielkości są charakterystyczne dla układów 
koloidalnych. Cząstki ciał stałych o większych średnicach rozpraszają światło głównie 
na zasadzie odbicia. Dodatkowo jeśli cały układ jest przezroczysty, możliwe jest 
również załamanie światła na granicach ośrodków o różnej gęstości. Mechanizm ten jest 
charakterystyczny dla efektu Tyndalla [158]. 
W turbidymetrii następuje pomiar natężenia światła It, przepuszczonego przez 
zawiesinę i porównanie go z pierwotnym natężeniem światła I0, przy czym It jest 
odwrotnie proporcjonalna do ilości zawartości oznaczanego składnika [159]. 
Wykorzystywane jest tutaj zarówno zjawisko absorpcji, jak i rozproszenia światła przez 
ośrodek o wymiarach cząstek powyżej 1 nm.  
W turbidymetrii stosowane jest pojęcie wartości rozproszenia określanej jako 
turbidancja S, co jest pojęciem analogicznym do pojęcia absorbancji  
w spektrofotometrii absorpcyjnej. Turbidancję można określić następującym wzorem:  
𝑆 = log
𝐼0
𝐼𝑡
= 𝑘
𝑙 ∙ 𝑐 ∙ 𝑑3
𝑑4 + 𝛽 ∙ 𝜆4
= 𝑘 ∙ 𝑙 ∙ 𝑐                                                         (28)   
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gdzie: I0 – natężenie światła padającego, It – natężenie światła, które przeszło przez 
mętny roztwór, l – grubość warstwy, c – stężenie roztworu zawiesiny, d – średnia 
wartość przekroju cząsteczek,  - długość fali światła padającego, k – współczynnik 
zależny od rodzaju zawiesiny i metody pomiaru, β – współczynnik zależności od 
metody pomiaru 
Jeśli wszystkie pomiary są wykonywane w stałych warunkach, wówczas 
wielkości k, d,  i β są również stałe. Przy takim założeniu wzór na turbidancję 
przyjmuje następującą postać: 
𝑆 = 𝑙𝑜𝑔
𝐼0
𝐼𝑡
= 𝐾𝑙𝑐                                                                      (29) 
gdzie: K – nowy współczynnik zawierający w sobie wartości z równania (28). 
Powyższy wzór jest analogiczny do wzoru wynikającego z prawa Bauquera-
Lamberta-Beera. W przypadku, gdy warunki pomiaru są identyczne, a roztwór badany  
i wzorzec przygotowywany jest w ten sam sposób, powyższy wzór można zapisać jako: 
𝑆𝑥
𝑆𝑤
=
𝑐𝑥
𝑐𝑤
                                                                               (30) 
gdzie: Sx – turbidancja badanej próbki, Sw – turbidancja wzorca, cx  - stężenie próbki,  
cw – stężenie wzorca [160]. 
 Problem w pomiarze turbidymetrycznym polega na tym, że rozproszenie nie jest 
specyficzne ani selektywne i nie zależy od rodzaju badanej substancji. Na wartość 
rozproszenia mają wpływ takie czynniki, jak długość fali padającego promieniowania, 
grubość warstwy zawiesiny, średnica cząstek i ich liczebność [158]. Ponadto trudności  
w otrzymaniu identycznych zawiesin sprawiają, że metoda turbidymetryczna nie jest 
precyzyjna i jest obarczona pewnym błędem. Błąd oznaczenia stężeń na podstawie 
pomiarów zmętnienia waha się w granicach 2 – 5 % [160]. 
6.2. SKANINGOWA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA   
Pierwszy mikroskop elektronowy został zbudowany w 1931 roku. 
Wykorzystano tutaj pewne możliwości elektronów, a mianowicie to, że można je 
przyspieszać, skoncentrować, a dodatkowo odkryto, że dają one krótsze fale, niż światło 
widzialne, dzięki czemu uzyskano wyższą rozdzielczość, niż w mikroskopach 
optycznych [161]. W 1940 roku skonstruowano detektor elektronów wtórnych, dzięki 
czemuw 1942 roku w USA zbudowano pierwszy skaningowy mikroskop elektronowy, 
o zdolności rozdzielczej około 1 µm, a jego twórcami byli Zworykin, Hillier i Snyder. 
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Dalsze prace nad rozdzielczością poprawiły ten wynik do 50 nm. W 1941 roku Stany 
Zjednoczone stały się liderem rozwoju mikroskopii elektronowej [162]. Wkrótce po II 
wojnie światowej powszechnie posługiwano się mnożnikiem elektronów wtórnych na 
katodach berylowo-miedzianych. W 1953 roku McMullan wystosował raport  
o pomyślnej konstrukcji udoskonalonego SEM. Wprowadził on nieliniową korekcję 
obrazu (korekcję gamma), soczewki magnetycznej oraz stygmatora do korekcji 
astygmatyzmu [163]. Kolejnym istotnym krokiem w rozwoju SEM było udoskonalenie 
detektora elektronów wtórnych Everhart i Thornley w 1960 r. połączyli światłowodem 
scyntylator z fotopowielaczem i polepszyli znacznie relację sygnał/szum. Pierwszy 
komercyjny model SEM został zaproponowany w 1965 r. przez angielską firmę 
Cambridge Scientific Instruments Ltd. [164]. W 1966 r. swój komercyjny model SEM 
zaproponowała japońska firma JEOL. 
Skrót SEM został przyjęty z języka angielskiego (Scanning Elektron 
Microscop). Aktualnie SEM jest bez wątpienia jednym z najszerzej stosowanych 
instrumentów w wielu dyscyplinach naukowych. SEM stało się popularną techniką 
analityczną dzięki łatwości przygotowania próbek do analizy. Jest to szybka metoda 
analityczna (analizę można dokonać w zaledwie kilka minut od momentu 
wprowadzenia próbki), aktualnie modele proponowane przez producentów są łatwe  
w użyciu, a rozdzielczość zbliżona jest do 1 nm [165]. 
Zasada działania SEM jest następująca: powierzchnia próbki zostaje 
zeskanowana nanometryczną wiązką elektronów uformowanych przez układ 
elektronooptyczny mikroskopu. Wiązka taka jest formowana przez układ soczewek 
elektronowych i najlepiej sprawdzają się tutaj soczewki magnetyczne. Próbki są 
skanowane wiązką elektronów odchylaną przez cewki. Odchylenie wiązki tworzącej 
obraz na monitorze jest zsynchronizowane z odchyleniem wiązki skanującej próbki. 
Sygnał z powierzchni próbki, dociera do detektora. Najważniejsze części detektora 
stanowią scyntylator i fotopowielacz. Powstałe zjawisko scyntylacji umożliwia 
przekształcenie energii elektronów wtórnych w impulsy świetlne, które ulegają 
wzmocnieniu dzięki fotopowielaczom. Sygnał wchodzący z detektora steruje jasnością 
obrazu wyświetlanego na monitorze. Powiększenie mikroskopu skaningowego wynika  
z relacji wielkości obszarów skanowanych na próbce i na monitorze [166]. Schemat 
ideowy mikroskopu SEM został zaprezentowany na Rys. 19 .  
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Rys. 19. Schemat ideowy SEM [166] 
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III. CEL PRACY 
Szczegółowe cele badawcze niniejszej rozprawy doktorskiej były następujące:  
1) Badanie aminokwasów biogennych (jako optycznie czynnych związków 
organicznych stanowiących podstawową jednostkę budulcową żywych 
organizmów) pod kątem ich zdolności do ulegania samorzutnej oscylacyjnej 
inwersji chiralnej w środowisku abiotycznym.  
2) Badanie samorzutnych reakcji kondensacji aminokwasów (bez użycia katalizatora, 
ani bez stosowania ekstremalnych warunków przebiegu tego procesu). 
3) Zastosowanie skaningowego mikroskopu elektronowego do obserwacji 
powstawania mikro- oraz nanostruktur peptydowych w wyniku zajścia 
spontanicznej samoorganizacji peptydów w roztworach. Badanie wpływu 
niektórych aminokwasów na kształt struktury peptydowej. 
4) Badanie kinetyki procesów oscylacyjnych aminokwasów. 
5) Porównanie oscylacyjnego zachowania w procesach kondensacji pojedynczo 
rozpuszczonych aminokwasów biogennych z zachowaniem odpowiednio 
dobranych par aminokwasów techniką HPLC. 
6) Porównanie dynamiki procesów spontanicznej kondensacji L-aminokwasów  
z D-aminokwasami oraz DL-aminokwasami. 
7) Turbidymetryczne badanie oscylacyjnego charakteru procesu kondensacji 
aminokwasów.  
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IV. CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 
1. ODCZYNNIKI I MATERIAŁY 
W badaniach, będących przedmiotem niniejszej pracy, wykorzystano odczynniki 
chemiczne i materiały przedstawione w Tabelach 5-8. 
Tabela 5. Ogólna charakterystyka badanych aminokwasów 
Aminokwas 
 
Wzór chemiczny 
 
Czystość 
 
Producent 
 
L-Cysteina 
 
≥ 98% Reanal, Budapeszt, Węgry  
DL-Cysteina 
 
≥ 98% Reanal, Budapeszt, Węgry  
L-Fenyloalanina 
 
≥ 98% Merck KGaA, Darmstadt, 
Niemcy 
D-Fenyloalanina 
 
≥ 98% Reanal, Budapeszt, Węgry 
L-Hydroksyprolina 
 
≥ 98% Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 
L-Metionina 
 
≥ 98% Reanal, Budapeszt, Węgry 
L-Fenyloglicyna 
 
≥ 98% Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 
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Tabela 6. Ogólna charakterystyka cieczy stosowanych jako rozpuszczalniki 
aminokwasów i/lub jako fazy ruchome w chromatografii cieczowej 
Rozpuszczalnik Wzór chemiczny Czystość Producent 
Acetonitryl CH3CN ≥ 99,9 % Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 
Metanol CH3OH ≥ 99,9 % Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 
2-Butanol 
 
CH3CH2CH(OH)CH3 ≥ 99 % Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 
1- Propanol C3H7OH ≥ 99,9 % Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 
2-Propanol (CH3)2CHOH ≥ 99,9 % Roth, Karlsruhe, Niemcy 
Kwas octowy CH3COOH CZDA POCH, Gliwice, Polska 
Woda amoniakalna NH3 · H2O  CZDA POCH, Gliwice, Polska 
Pirydyna C5H5N CZDA Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA 
Woda H2O redestylowana, 
dejonizowana 
Laboratorium Uniwersytetu 
Śląskiego, Katowice, 
Polska 
 
Tabela 7. Ogólna charakterystyka ciał stałych stosowanych do sporządzenia 
roztworów użytych podczas badań 
Związek chemiczny Wzór chemiczny Czystość Producent 
Czterowodny 
 octan manganu(II) 
(CH3CO2)2Mn · 4H2O ≥ 99 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA 
Azotan(V) cynku(II) Zn(NO3)2 CZDA POCH, Gliwice, Polska 
Ninhydryna C9H6O4 CZDA POCH, Gliwice, Polska 
Siedmiowodny siarczan(VI) 
miedzi(II) 
CuSO4 · 7H2O CZDA POCH, Gliwice, Polska 
Winian sodowo-potasowy KNaC4H4O6 ≥ 99 % POCH, Gliwice, Polska 
Wodorotlenek sodu NaOH CZDA POCH, Gliwice, Polska 
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Tabela 8. Ogólna charakterystyka materiałów stosowanych, jako fazy 
stacjonarne w chromatografii cieczowej 
Faza stacjonarna Rodzaj 
chromatografii 
Wymiary 
kolumny  
i średnica ziarna 
Producent 
mikrokrystaliczna celuloza  
nr kat. 1.05716 
 (komercyjnie dostępne płytki 
szklane 10 cm  20 cm) 
TLC - Merck KGaA, 
Darmstadt, Niemcy 
ThermoQuest Hypersil C18 
nr kat. 3718-062 
(kolumna chromatograficzna) 
HPLC 150 mm  4.6 mm 
5 m 
Thermo Fisher 
Scientific, Karlsruhe, 
Niemcy 
Varian Pursuit 5 C18 
nr kat. A3000250C046 
(kolumna chromatograficzna) 
HPLC 250 mm  4.6 mm 
5 m 
Varian, Harbor City, 
CA, USA 
Hypersil C8  
nr kat. 28205-254630 
(kolumna chromatograficzna) 
 
HPLC 250 mm  4.6 mm 
5 m 
Thermo Fisher 
Scientific, Karlsruhe, 
Niemcy 
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2.  SPRZĘT I APARATURA 
Poniżej przedstawiono wykaz sprzętu użytego podczas przeprowadzonych  
w niniejszej pracy badań wybranymi technikami analitycznymi: 
 Chromatograf cieczowy firmy Varian model 920 (Varian, Harbor City, CA, 
USA) wyposażony w autosampler (900-LC), pompę gradientową, termostat, 
detektor spektrofotometryczny DAD (Varian 330 DAD), detektor rozproszenia 
światła ELSD (Varian 380-LC) oraz oprogramowanie Galaxie; 
 Chromatograf cieczowy LC-MS (Varian, Palo Alto, CA, USA) wyposażony  
w pompę Varian ProStar, detektor-spektrometr masowy Varian 100-MS, a także 
oprogramowanie Varian MS Workstation wersja 6.9.1; 
 Spektrometr mas Thermo LCQ Deca XP z jonizacją ESI; 
 Skaningowy mikroskop elektronowy firmy Joel model JSM-7600F (Japonia) 
 Polarymetr z automatycznym zapisem danych Perkin Elmer model 441 
(Finlandia); 
 Turbidymetr z automatycznym zapisem danych firmy Vernier Software & 
Technology model TRB-BTA (Beaverton, OR, USA); 
 Densytometr C60 firmy Desaga (Heidelberg, Niemcy), wyposażony w program 
ProQuant firmy Desaga, współpracujący z systemem Windows; 
 Komory chromatograficzne firmy Camag (Muttenz, Szwajcaria); 
 Przystawka TLC-MS firmy Camag (Muttenz, Szwajcaria);  
 Kalibrowane kapilary do nanoszenia próbek stosowane w chromatografii 
cienkowarstwowej firmy Camag (Muttenz, Szwajcaria); 
 Waga analityczna model SBC 31 firmy Scaltec (Heiligenstadt, Niemcy); 
 Drobny sprzęt laboratoryjny (kolby miarowe, pipety, szkiełka zegarkowe, 
szkiełka mikroskopowe). 
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3. METODYKA PROWADZONYCH BADAŃ 
3.1. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA (TLC) 
Technika chromatografii cienkowarstwowej została zastosowana w celu badania 
procesu enancjomeryzacji aminokwasów. Badaniom tym podano L-metioninę,  
L-cysteinę oraz DL-cysteinę.  Badania były prowadzone w dwóch eksperymentach,  
a warunki prowadzonych badań zostały zebrane w Tabeli 9 i 10.  
Eksperyment 1: 
Tabela 9. Warunki prowadzenia analiz chromatograficznych 
 L-Met L-Cys i DL-Cys 
Stężenie analitu 
[mg · cm-3] ([mol · dm-3]) 
1,0  (6,70  10-3) 0,7 (5,77  10-3) 
Rozpuszczalnik acetonitryl -woda (7:3, v/v) acetonitryl -woda (7:3, v/v) 
Związek kompleksujący azotanu(V) cynku(II) 
(w stosunku molowym 2:1 
aminokwasu do azotanu(V) 
cynku(II)) 
octanu miedzi(II) 
(w równomolowy stosunku) 
Faza stacjonarna mikrokrystaliczna celuloza mikrokrystaliczna celuloza 
Skład fazy ruchomej 2-butanol – pirydyna – 
lodowaty kwas octowy – 
woda (30:20:6:24, v/v) 
2-butanol – pirydyna – 
lodowaty kwas octowy – 
woda (30:20:6:24, v/v) 
Okres przechowywania 
roztworów 
Godzinne przerwy –  cały 
okres przechowywania 
roztworu aminokwasu 
wynosił 5 godzin 
60 dni 
 
Eksperyment 2: 
Tabela 10. Warunki prowadzenia analiz chromatograficznych 
 L-Met L-Cys i DL-Cys 
Stężenie analitu 
[mg · cm-3] ([mol · dm-3]) 
1,0  (6,70  10-3) 0,7 (5,77  10-3) 
Rozpuszczalnik acetonitryl -woda (7:3, v/v) acetonitryl -woda (7:3, v/v) 
Związek kompleksujący azotanu(V) cynku(II) 
(w stosunku molowym 2:1 
aminokwasu do azotanu(V) 
cynku(II)) 
azotan(V) cynku(II)  
(w równomolowym stosunku) 
Faza stacjonarna mikrokrystaliczna celuloza mikrokrystaliczna celuloza 
Skład fazy ruchomej 2-butanol – pirydyna – 
lodowaty kwas octowy – 
woda (30:20:6:24, v/v) 
2-butanol – pirydyna – 
lodowaty kwas octowy – 
woda (30:20:6:24, v/v) 
Okres przechowywania 
roztworów 
5 miesięcy Godzinne przerwy,  cały 
okres przechowywania 
roztworu aminokwasu 
wynosił 5 godzin 
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Związki kompleksujące były dodawane tuż przed nanoszeniem aminokwasów 
na płytkę, gdyż hamują one procesy oscylacyjne [167]. Zarówno w 1 i 2 eksperymencie 
przed rozpoczęciem analizy płytki chromatograficzne były aktywowane przez okres  
30 min w temperaturze 110
o
C. Próbki były nanoszone na płytkę chromatograficzną  
1,5 cm od brzegu płytki oraz 1 cm od dołu, ilości nanoszonych próbek wynosiły 5 µl. 
Chromatogramy były rozwijane na wysokość 7 cm przez ok. 2 godziny. Rozwinięte 
płytki chromatograficzne suszono na powietrzu przez ok. 30 minut, a następnie 
wywoływano 0,5% roztworem ninhydryny rozpuszczonej w 2-propanolu. Tak 
przygotowane płytki chromatograficzne skanowano z użyciem densytometru 
skaningowego Desaga. Profile stężeniowe były wykonywane przy długości fali  
 = 610 nm (L-Met) oraz  = 485 nm (L-Cys, DL-Cys). Wszystkie eksperymenty 
zostały trzykrotnie powtórzone.   
3.2. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA SPRZĘŻONA ZE SPEKTROMETREM 
MAS (TLC-MS) 
Połączenie chromatografii cienkowarstwowej (TLC) ze spektrometrią mas (MS) 
daje możliwość identyfikacji substancji rozdzielonych przy pomocy chromatografii 
cienkowarstwowej. W tym celu płytki chromatograficzne były przygotowane w sposób 
opisany w rozdziale 3.1. z pominięciem etapu chemicznego wywoływania płytki. 
Pierwszym krokiem podczas prowadzenia badań było wyeluowanie rozdzielonych 
związków z płytki chromatograficznej (acetonitrylem w przypadku badania L-Met  
i wodą w analizie L-Cys i DL-Cys) stosując interfejsu TLC-MS, a następnie 
zarejestrowanie widm mas dla poszczególnych pasm. Substancje były eluowane kolejno  
z poszczególnych plamek chromatograficznych, a następnie analizowane techniką  
LC-MS z jonizacją ESI i pułapką jonową jako analizatorem. Warunki prowadzonej 
detekcji były następujące: jonizacja pozytywna; temperatura komory rozpylania 
T=50°C; temperatura gazu T=250°C; ciśnienie gazu suszącego 25 psi; napięcie igły 5 
kV; napięcie kapilary 50 V. 
 
 
 
65 
 
3.3. WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA (HPLC-ELSD) 
Podczas prowadzonych badań wykorzystano technikę HPLC z detekcją ELSD  
w celu monitorowania zmian stężenia badanych aminokwasów w czasie ich 
przechowywania. Badania te były prowadzone w trybie ciągłym na chromatografie 
cieczowym firmy Varian opisanym w rozdziale 2. Warunki prowadzonych analiz 
chromatograficznych oraz sposób przygotowania próbek zostały zebrane w tabeli 11.
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Tabela 11. Warunki prowadzenia analiz techniką wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) 
Analit 
 
Stężenie 
analitu 
[mg · cm-3] 
([mol · dm-3]) 
Rozpuszczalnik Kolumna Faza 
ruchoma 
Temp. 
pracy 
kolumny 
[
o
C] 
Objętość 
próbki 
[µl] 
Szybkość 
przepływu 
[ml∙min-1] 
Czas 
analizy 
[min] 
Czas 
prowadzenia 
badań 
[h] 
L-Cys 
 
1,0 
(8,25  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v); 
ThermoQ
uest 
Hypersil 
C18 
 
metanol-
woda 
(20:80 v/v) 
 
 
35 
 
 
5 
 
 
0,8 
 
8 
 
49 
0,7 
(5,77  10-3) 
acetonitryl-
woda (7:3 v/v) 
Varian 
C18 
10 10 75 
L-Met 1,0 
(6,70  10-3) 
woda ThermoQ
uest 
Hypersil 
C18 
metanol-
woda 
(20:80 v/v) 
35 3 0,8 10 85 
L-Phg 1,0 
(6,15  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
Varian 
C18 
metanol-
woda 
(20:80 v/v) 
35 5 0,8 8 30 
L-Phe 
D-Phe 
DL-Phe 
1,0 
(6,054  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
Varian 
C18  
metanol-
woda 
(20:80 v/v) 
35 5 0,8 8 49 
L-Phe-L-Hyp 2,5-1,0 
(15,12  10-3; 
7,63  10-2) 
acetonitryl-
woda (7:3 v/v) 
Varian 
C18 
acetornitryl
-woda 
(30:70 v/v) 
35 30 0,6 10 160 
L-Cys-L-Phe 1,0-1,0 
(8,25  10-3; 
6,054  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
Varian 
C18 
metanol-
woda 
(20:80 v/v) 
35 5 0,8 8 49 
L-Cys-L-Phg 1,0-1,0 
(8,25  10-3; 
6,15  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
Varian 
C18 
metanol-
woda 
(20:80 v/v) 
35 5 0,8 8 30 
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3.4. CHROMATOGRAFIA CIECZOWA SPRZĘŻONA ZE SPEKTROMETREM MAS  
(HPLC-MS, LC-MS I MS) 
Badania techniką spektrometrii mas były prowadzone w trzech różnych 
układach:  
1) HPLC-MS – badania prowadzone były głównie techniką HPLC-ELSD,  
a procesy peptyzacji aminokwasów były dodatkowo kontrolowane  
z użyciem detektora mas MS;  
2) LC-MS – procesy peptyzacji były kontrolowane podczas przechowywania 
roztworów układem LC-MS, a układ zawierał jedynie prekolumnę; 
3) MS – próbki świeże oraz przechowywane były poddawane badaniom  
w spektrometrze mas.  
Badania były prowadzone na spektrometrach mas opisanych w rozdziale 2,  
a badane roztwory zostały przygotowane w taki sam sposób, jak w przypadku badań  
w układzie HPLC-ELSD.  
Warunki prowadzonych analiz w układach HPLC-MS oraz LC-MS były 
następujące: 
 Jonizacja pozytywna/negatywna:  ESI 
 Temperatura komory rozpylania: 50oC  
 Temperatura gazu: 350oC  
 Ciśnienie gazu: 25 psi 
 Napięcie na kapilarze: 50 V 
 Napięcie na igle: 5 kV 
 
W przypadku prowadzenie badań z wykorzystaniem spektrometru mas (MS) 
warunki prowadzenia detekcji były następujące: 
 Jonizacja pozytywna/negatywna:  ESI 
 Napięcie na kapilarze: 50 V 
 Napięcie na igle: 5 kV 
 Temperatura igły: 250 oC 
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3.5. SKANINGOWA MIKROSKOPIA ELEKTRONOWA (SEM) 
W wyniku samorzutnych reakcji aminokwasów w roztworze powstają peptydy, 
które również mogą organizować się w bardziej skomplikowane nano- oraz 
mikrostruktury. Struktury te obserwowano z wykorzystaniem skaningowego 
mikroskopu elektronowego opisanego w rozdziale 2.  Roztwory badanych 
aminokwasów sporządzono, a następnie przechowywano w szczelnie zamkniętych 
naczyniach. Tabela 12 przedstawia sposób przygotowania roztworów oraz czas ich 
przechowywania. Roztwory zawierające nano- oraz mikrostruktury peptydowe 
nanoszono na mosiężne kołeczki i pozostawiano do odparowania rozpuszczalnika,  
a następnie wykonywano serię pomiarów mikroskopowych. 
Tabela 12. Aminokwasy analizowane z wykorzystaniem techniki SEM 
Analit Stężenie analitu 
[mg · cm-3] 
([mol · dm-3])  
Rozpuszczalnik Czas 
przechowywania 
 
L-Cys 
 
1,0 
(8,25  10-3) 
acetonitryl-
woda(7:3 v/v) 
2 tygodnie 
metanol-woda  
(7:3 v/v) 
L-Met 1,0 
(6,70  10-3) 
acetonitryl-
woda(7:3 v/v) 
5 miesięcy 
L-Phe 1,0 
(6,054  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
3 miesiące 
L-Phg 1,0 
(6,15  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
2 tygodnie 
L-Cys-L-Phe 1,0-1,0 
(8,25  10-3; 
6,054  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
2 tygodnie 
L-Cys-L-Phg 1,0-1,0 
(8,25  10-3; 
6,15  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
2 tygodnie 
 
 
3.6. TURBIDYMETRIA 
Zmiany zmętnień roztworów aminokwasów mogą świadczyć o zajściu procesu 
kondensacji aminokwasów. W celu kontrolowania procesu zmętnienia wykonywano 
badania turbidymetryczne świeżo sporządzonych roztworów w trybie ciągłym (co 1 
minutę). Roztwory aminokwasów były analizowane turbidymetrycznie zgodnie  
z warunkami przedstawionymi w tabeli 13. 
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Tabela 13.Warunki prowadzenia analiz turbidymetrycznych roztworów 
aminokwasów 
Aminokwasy Stężenia 
aminokwasów 
[mg · cm-3] 
([mol · dm-3])   
Rozpuszczalnik Czas trwania 
analizy 
L-Cys 0,7 
(5,77  10-3) 
acetornitryl-
woda (7:3 v/v) 
4 dni 
L-Phe 
D-Phe 
DL-Phe 
1,0 
(6,054  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
2 tygodnie 
L-Cys-L-Phe 1,0-1,0 
(8,25  10-3; 
6,054  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
49 godzin 
L-Cys-L-Phg 1,0-1,0 
(8,25  10-3; 
6,15  10-3) 
metanol-woda 
(7:3 v/v) 
49 godzin 
 
3.7. POLARYMETRIA 
Zastosowanie polarymetrii pozwoliło na uzyskanie informacji na temat zmian 
skręcalności właściwej badanego roztworu aminokwasu (L-Met) w czasie 
przechowywania. Pierwsza analiza roztworu aminokwasu trwała 10 dni, a pomiary 
wykonywano w odstępach 24 h. Druga analiza L-Met była prowadzona w trybie 
ciągłym (co 1 s) przez 4 h.  Pomiary prowadzono z zastosowaniem polarymetru Perkin-
Elmer (opisany w rozdziale 2). Podczas pomiarów stosowano długość fali 589 nm 
charakterystycznej dla linii D sodu; celka pomiarowa miała długość 1dm, objętość 
roztworu wynosiła 6 cm3, a stężenie 10 mg · cm-3 (1g · 100 cm-3). Skręcalność właściwą 
[α]D badanych roztworów obliczono korzystając z poniższego wzoru: 
                                            [𝛼]𝐷 =
100𝛼
𝑐𝑑
                                                             (31) 
 
gdzie α- kąt skręcania płaszczyzny światła spolaryzowanego, c- stężenie próbki 
wyrażone w gramach na 100 cm-3roztworu, d- długość drogi optycznej. 
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3.8. TEST BIURETOWY 
Odkrycie reakcji biuretowej przyczyniło się do rozwoju chemii klinicznej.  
W 1830 roku Mulder dokonał pierwszej analizy pierwiastkowej białka, a trzy lata 
później Rose opisał reakcję biuretową. Rose do roztworu białka dodał siarczanu miedzi 
(II) oraz wodorotlenku potasu, co sprawiło powstanie fioletowego zabarwienia. 
Następnie reakcja ta została opisana przez polskiego fizjologa Piotrowskiego w 1857 
roku, stąd czasem reakcję tę nazywa się reakcją Piotrowskiego [168].  Test biuretowy 
jest pozytywny, jeśli w roztworze znajdują się związki zawierające wiązania 
peptydowe, a reagent biuretowy zmienia wtedy barwę z niebieskiej na fioletową. 
Zmiana barwy na fioletową w obecności wiązania peptydowego jest spowodowana 
utworzeniem kompleksu K2[Cu(NHCONHCONH)2·4H2O. W przypadku, gdy  
w roztworze obecny jest tylko dipetyd, zawierający jedno wiązanie peptydowe, roztwór 
zmienia zabarwienie z niebieskiego na różowe [169]. 
Odczynnik biuretowy używany podczas prowadzenia niniejszych doświadczeń 
zawierał: 78,6 g CuSO4·7H2O, 10 g NaKC4H4O6·4H2O, 50 cm
3
 10% (w/w) NaOH 
rozcieńczonych wodą do objętości 1 dm3. Stężenie jonów miedzi Cu2+ wynosiło  
0,26 mol·dm-3, a wodorotlenku sodu 2,7 mol·dm-3.  Test biuretowy został 
przeprowadzony dla roztworu L-Met i mikrostruktur peptydowych pary aminokwasów  
L-Cys-L-Phe i L-Cys-L-Phg wyodrębnionych z roztworu poprzez dekantację,  
a następnie wysuszonych na powietrzu. Następnie dla tak przygotowanych próbek 
przeprowadzono próbę biuretową poprzez dodanie kropli odczynnika biuretowego. 
Dodatkowo wszystkie przechowywane roztwory aminokwasów zostały poddane 
testom mikrobiologicznych. Wszystkie przechowywane roztwory wykazały negatywny 
wynik tych testów. Testy mikrobiologiczne zostały wykonane na Wydziale Biologii 
Uniwersytetu Śląskiego w Katowicach.  
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V. WYNIKI BADAŃ I ICH OMÓWIENIE  
Badaniom w niniejszej pracy zostały poddane następujące aminokwasy: 
metionina, cysteina, fenyloglicyna, fenyloalanina i hydroksyprolina. Badania zostały 
przeprowadzone zarówno w układach jednoskładnikowych, jak i dwuskładnikowych.  
1. BADANIE PROCESÓW OSCYLACYJNYCH W JEDNOSKŁADNIKOWYCH 
ROZTWORACH AMINOKWASÓW  
1.1. BADANIA ROZTWORU L-METIONINY 
Badania nad aminokwasami w roztworach wodnych i organiczno-wodnych 
wykazały, że inwersja chiralna zachodzi równolegle z procesem kondensacji. 
Schematycznie te dwa równoległe procesy L-Met w roztworze wodno-organicznym 
zostały zaprezentowane na schemacie 2.  
 
Schemat 2. Ogólny schemat równoległych procesów inwersji chiralnej i kondensacji 
zachodzących w jednoskładnikowym układzie L-Met, rozpuszczonym w 70% wodnym 
roztworze metanolu  
1.1.1. BADANIA PRZEPROWADZONE TECHNIKĄ TLC-DENSYTOMETRIA I TLC-MS 
Badania roztworu L-Met zostały przeprowadzone w dwóch eksperymentach.  
a) Eksperyment 1 
W eksperymencie pierwszym sprawdzano szybkości zajścia procesów 
samorzutnej inwersji chiralnej i peptyzacji poprzez nanoszenie na płytkę 
chromatograficzną roztworu L-Met w odstępach jednogodzinnych. Otrzymane pasma 
chromatograficzne i densytogramy przedstawiono na Rys. 20. Na Rys. 20 (a) - (f). 
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Rys. 20. Chromatogramy i odpowiadające im densytogramy roztworu L-Met  
z dodatkiem azotanu(V) cynku(II) (w stosunku molowym L-Met do azotanu(V) 
cynku(II) 2:1). (a) Świeżo przygotowany roztwór L-Met, roztwór L-Met po (b) 1 h 
przechowywania roztworu, (c) 2 h przechowywania roztworu, (d) 3 h przechowywania 
roztworu, (e) 4 h przechowywania roztworu, oraz (f) 5 h przechowywania roztworu 
[170] 
Rys. 20 (a) pokazuje pasma chromatograficzne i densytogram dla świeżo 
przygotowanej próbki L-Met, zaś Rys. 20 (b) - (f) pokazują poszczególne pasma  
i densytogramy dla próbek L-Met po kolejnych godzinach przechowywania próbki (od 
pierwszej godziny do piątej). Na wywołanych płytkach chromatograficznych na Rys. 20 
(a) - (f), intensywne fioletowe pasmo (nr 2) odpowiada formie monomerycznej L-Met. 
Mniej intensywne fioletowe pasmo (nr 1) odpowiada monomerycznej formie D-Met, 
natomiast pasmo żółte (nr 3) reprezentuje frakcję peptydową. 
Najbardziej intensywne fioletowe pasmo nr 2 (RF = 0,54 ± 0,02) należące do 
formy monomerycznej L-Met, charakteryzuje się praktycznie niezmienną 
intensywnością piku na każdym z densytogramów. Natomiast obecność żółtego pasma 
nr 3 na wszystkich chromatogramach (RF = 0,92 ± 0,02) świadczy o znacznym tempie 
kondensacji L-Met, choć pik na densytogramie odpowiadający formie peptydowej ma 
największą intensywność dopiero po pięciu godzinach przechowywania roztworu 
aminokwasu. Obecność mniej intensywnego fioletowego pasma nr 1, należącego do  
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D-Met (RF = 0,30 ± 0,02) w świeżo przygotowanym roztworze L-Met świadczy  
o zajściu inwersji chiralnej. Intensywność tego pasma z każdą godziną przechowywania 
roztworu maleje, zaczynając od wartości 70,56 mAV dla piku D-Met w świeżo 
przygotowanym roztworze do 55,89 mAV po 2-godzinnym okresie przechowywania, 
do 44,48 mAV po 4-godzinnym okresie przechowywania oraz 8,62 mAV po okresie 
przechowywania przez pięć godzin próbki. Stosunkowo krótki okres pięciu godzin nie 
pozwala wyciągnąć jednoznacznych wniosków na temat oscylacyjnego charakteru tego 
procesu, ale ponowne pojawienie się formy monomerycznej D-Met w roztworze 
przechowywanym przez pięć miesięcy (eksperyment 2) wydaje się świadczyć  
o oscylacyjnym charakterze tego procesu. 
 
b) Eksperyment 2 
W celu wykazania inwersji chiralnej i samorzutnej peptyzacji L-Met, na płytkę 
chromatograficzną naniesiono świeżo przygotowany roztwór L-Met oraz roztwór L-Met 
przechowywany przez pięć miesięcy w temperaturze pokojowej. 
Otrzymane i wywołane ninhydryną płytki chromatograficzne oraz densytogramy 
pokazano na Rys. 21. 
 
 
Rys. 21. Chromatogramy i densytogramy roztworu L-Met z dodatkiem azotanu(V) 
cynku(II) (stosunek molowy L-Met do azotanu(V) cynku (II) 2: 1). (a) Świeżo 
przygotowany roztwór L-Met; (b) roztwór L-Met po 5 miesiącach przechowywania;  
1: D-Met; 2: L-Met; 3: frakcja peptydów [170] 
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Rys. 21 (a) odpowiada świeżo sporządzonemu roztworowi L-Met, natomiast  
Rys. 21 (b) roztworowi Met przechowywanemu przez okres 5 miesięcy. Zarówno na  
Rys. 21 (a), jak i 21 (b) widoczne są pasma 1-3 i odpowiadające im piki na 
densytogramie. Ponownie fioletowe pasmo nr 2 o największej intensywności 
odpowiada formie monomerycznej L-Met. Mniej intensywne fioletowe pasmo nr 1 
pochodzi od formy monomerycznej D-Met, a żółte pasmo nr 3 odpowiada frakcji 
peptydów. Sygnał najintensywniejszego fioletowego pasma nr 2 jest praktycznie taki 
sam na Rys. 21 (a) i (b). Sygnał na densytogramie mniej intensywnego fioletowego 
pasma nr 1 (pochodzącego od monomeru D-Met) na Rys. 21 (a) w świeżo 
przygotowanym roztworze aminokwasu jest bardzo niski i sięga 10 mAV, jednak po 
okresie przechowywania przez pięć miesięcy pik na densytogramie odpowiadający  
D-Met rośnie do 85,67 mAV. W doświadczeniu 1, zarejestrowany został spadek 
intensywności piku 1 w ciągu pierwszych pięciu godzin monitorowania 
przechowywanego roztworu L-Met, a teraz można zaobserwować wzrost jego 
intensywności po okresie pięciu miesięcy. Porównanie wyników pochodzących  
z eksperymentu 1 i 2 pozwala wnioskować o nieliniowym charakterze inwersji chiralnej 
L-Met. Również żółte pasmo nr 3 odpowiadające frakcji peptydów po pięciu miesiącach 
przechowywania roztworu L-Met (Rys. 21 (b)) jest bardziej intensywne, niż na  
Rys. 21 (a), przedstawiającym świeży roztwór L-Met. Jest to bezpośredni dowód na to, 
że podczas przechowywania roztworu tworzą się peptydy Met. 
Istotnym dowodem potwierdzającym zajście samorzutnej przemiany L-Met  
w peptydy w trakcie przechowywania badanej próbki było wykorzystanie techniki TLC-
MS. Dla tej analizy została specjalnie rozwinięta płytka chromatograficzna w sposób 
analogiczny, jak w eksperymencie 2. Otrzymane wyniki analizy przeprowadzonej 
techniką spektrometrii mas przedstawiono na Rys. 22 i 23.  
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Rys. 22. Zdjęcia wywołanych płytek chromatograficznych z oznaczonymi miejscami 
bezpośredniego wymywania z płytki poszczególnych pasm i odpowiadające im widma 
mas dla świeżo przygotowanego roztworu L-Met; (a) L-Met; (b) frakcja peptydowa;  
(c) D-Met [170] 
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Rys. 23. Zdjęcia wywołanych płytek chromatograficznych z oznaczonymi miejscami 
bezpośredniego wymywania z płytki chromatograficznej rozdzielonych pasm  
i odpowiadające im widma mas dla przechowywanego przez pięć miesięcy roztworu  
L-Met; (a) L-Met; (b) frakcja peptydowa; (c) D-Met [170] 
 
Na Rys. 22 (a) – (c) przedstawione są widma mas odpowiednio wymytych  
z płytki chromatograficznej związków z pasm dla świeżo przygotowanego roztworu  
L-Met, natomiast na Rys. 23 (a) – (c) zaprezentowane są widma mas pasm 
chromatograficznych wymytych z płytki dla roztworu L-Met przechowywanego przez 
pięć miesięcy. Między Rys. 22 i 23 są wyraźnie widoczne różnice, pomimo faktu, że 
uzyskane widma mas są obciążone dużą ilością szumów [171]. 
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Na Rys. 22 (a), prezentującym widmo mas odpowiadające świeżej próbce L-Met  
i odnoszącym się do pasma enancjomeru L pikiem dominującym jest ten o wartości  
m/z 301, który może pochodzić od struktury [Met9 + 4H]
4+. Jednakże widoczny jest 
również pik odpowiadający monomerowi Met o m/z 144, pomniejszonemu o wartość  
6 Da. Prawdopodobnie ubytek ten został spowodowany przez proces fragmentacji.  
W widmie obecne są również piki odpowiadające peptydom, ale ich intensywność jest 
niewielka. Widmo mas na Rys. 22 (b) odpowiada frakcji peptydów. Tutaj ponownie 
pojawia się intensywny sygnał przy wartości m/z 301, ale inne sygnały pochodzące od 
peptydów charakteryzują się również dużą intensywnością, np. przy m/z  2927, który to 
sygnał można przypisać strukturze [Met22 + Na]
+. Intensywne sygnały pików 
odpowiadających peptydom w świeżo przygotowanym roztworze aminokwasu 
świadczą o szybkim postępie procesu peptyzacji aminokwasu. Rys. 22 (c) przedstawia 
widmo mas mniej intensywnego pasma fioletowego, które odpowiada enancjomerowi 
D, powstałemu w wyniku spontanicznej inwersji chiralnej. Nieduże stężenie D-Met  
w roztworze spowodowało, że intensywności otrzymanych pików w widmie mas są 
mniejsze, niż w przypadku L-Met, ale obecne w widmie piki są podobne do tych na 
Rys. 22 (a).  
Rys. 23 przedstawia pasma chromatograficzne i widma mas otrzymane z analizy 
próbki przechowywanego przez pięć miesięcy roztworu L-Met. Przechowywanie 
roztworu spowodowało powstanie dużej liczby peptydów, których obecność przejawia 
się w każdym z rozdzielonych pasm (Rys. 23 (a)-(c)). Nie nastąpił tutaj całkowity 
rozdział peptydów od form monomerycznych, co potwierdza Rys. 24, który przedstawia 
fotografię wywołanej płytki chromatograficznej. Widać tutaj, że każde z fioletowych 
pasm ma dodatkowo w swoim centrum żółte pasmo odpowiadająca frakcji peptydów.  
Na Rys 24 (a), dotyczącym L-Met w formie monomerycznej dominuje 
najintensywniejszy pik o wartości m/z 144, należący do pojedynczego aminokwasu. 
Jednakże dużą intensywność mają również piki o m/z 2051 i 3389, które można 
przyporządkować następującym strukturom: [Met78 + 5H]
5+
 i [Met129 + 5H]
5+
.  
Rys. 23 (b) potwierdza zajście spontanicznej peptyzacji, a piki odpowiadające 
strukturom peptydowym są tutaj dominujące. Porównując Rys. 22 (b) z Rys. 23 (b) 
widać, że podczas pięciu miesięcy przechowywania roztworu znacznie postąpiła 
peptyzacja aminokwasu. Intensywność sygnałów na Rys. 23 (c) jest znacznie większa, 
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niż na Rys. 22 (c), co dowodzi, że inwersja chiralna L-Met zaszła, a ilość enancjomeru 
D-Met po pięciu miesiącach przechowywania roztworu również znacząco wzrosła. 
 
 
Rys. 24. Zdjęcie płytki chromatograficznej z pasmem odpowiadającym formie 
monomerycznej L-Met z roztworu przechowywanego przez okres pięciu miesięcy 
 
1.1.2. BADANIA POLARYMETRYCZNE 
Badania polarymetryczne wodnego roztworu L-Met były przeprowadzone  
w dwóch eksperymentach. Pierwszy polegał na sporządzeniu świeżego wodnego 
roztworu aminokwasu i kontrolowaniu zmian jego skręcalności codziennie przez okres 
10 dni. Rejestracja skręcalności właściwej odbywała się w trzech powtórzeniach,  
a wyniki stanowią średnią z tych pomiarów i zostały przedstawione są na Rys. 25. 
 
Rys. 25. Oscylacyjne zmiany wartości skręcalności właściwej [α]D w funkcji czasu (10 
dni) dla wodnego roztworu L-Met 
 
Na Rys. 25 pokazano, że w czasie przechowywania wodnego roztworu L-Met 
zmienia się jego skręcalność właściwa, co świadczy o enancjomeryzacji tego 
aminokwasu. Literaturowa wartość skręcalności właściwej wodnego roztworu L-Met 
wynosi -8,1 dla temperatury 20
o
C [172]. Badany w niniejszej pracy roztwór również 
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osiąga literaturowe wartości skręcalności właściwej, ale obecne są też wyższe wartości, 
np. w 6 dniu pomiaru roztwór przyjmuje wartość [α]D = -5,0. Nie osiągnięcie wartości 
[α]D = 0,0 świadczy o tym, że podczas badań, roztwór nie stał się jeszcze mieszaniną 
racemiczną, ale otrzymanie wartości bliższych 0 świadczy o tym, że część L-Met uległa 
inwersji chiralnej i przeszło w D-Met, a ponowne otrzymywanie literaturowych 
wartości skręcalności właściwej świadczy o oscylacyjnym charakterze procesu inwersji 
chiralnej.  
Eksperyment 2 polegał na polarymetrycznym pomiarze wodnego roztworu  
L-Met w trybie ciągłym (w odstępach 1 s) przez okres pierwszych 4 godzin od chwili 
sporządzenia roztworu. Uzyskane wyniki zostały przedstawione na Rys. 26.   
 
Rys. 26. Oscylacyjne zmiany wartości skręcalności właściwej [α]D w funkcji czasu dla 
roztworu wodnego L-Met  
 
Na Rys. 26 również pokazano, że wodny roztwór L-Met na początku 
prowadzenia badań osiąga literaturowe wartości skręcalności właściwej, ale z czasem 
przechowywania L-Met ulega zmianie, co jest spowodowane inwersją chiralną i trend 
zmian tych wartości idzie w kierunku powstawania racematu.   
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1.1.3. BADANIA TECHNIKĄ ACHIRALNEJ HPLC-ELSD I HPLC-MS 
Badania techniką achiralnej HPLC-ELSD zostały przeprowadzone w celu 
określenia, czy L-Met przechowywana w wodnym roztworze ulega oscylacyjnej 
kondensacji. L-Met została rozpuszczona w wodzie, a następnie tak sporządzony 
roztwór był monitorowany techniką HPLC-ELSD. 
 
Rys. 27. Szeregi czasowe wysokości maksimów pasm chromatograficznych dla L-Met 
rozpuszczonej w wodzie (zaprezentowany przedział czasowy rejestracji: 30-85 h; 
rejestracja detektorem ELSD) [173] 
 
Na Rys. 27 przedstawiono maksima wysokości pików monomerycznej L-Met 
zebrane z kolejnych chromatogramów. Wysokości pików zmieniają się w czasie,  
a zmiany te odpowiadają rzeczywistym zmianom stężenia L-Met. Podczas 
monitorowania roztworu L-Met pojawiały się i zanikały dodatkowe piki pochodzące od 
produktów kondensacji. Na Rys. 28 pokazano wybrane chromatogramy zarejestrowane 
dla różnego czasu przechowywania roztworu L-Met. Na początku na chromatogramie 
widać tylko jeden pik pochodzący od Met, ale już po 11,83 h przechowywania roztworu 
pojawia się dodatkowy pik, który następnie zanika. Po 52,77 h pojawia się inny produkt 
samorzutnej reakcji peptyzacji Met, który też z czasem zanika. Dodatkowe piki 
zarówno o krótszym czasie retencji, jak i o dłuższym od głównego piku 
odpowiadającego Met czasie retencji pojawiały się w sposób cykliczny. 
 
81 
 
 
Rys. 28. Wybrane chromatogramy wodnego roztworu L-Met prezentujące główny 
składnik (monomeryczna Met) oraz produkty peptyzacji 1 i 2, zarejestrowane przy 
użyciu detektora ELSD, po różnych okresach przechowywania roztworu; (a) 0,20 h; (b) 
11,83 h; (c) 52,77 h; (d) 80,77 h 
 
Dodatkowo w celu potwierdzenia, że podczas przechowywania roztworu 
powstają peptydy przeprowadzono analizę techniką HPLC-MS po 70,20 h od 
sporządzenia roztworu aminokwasu. Analiza ta potwierdziła, że widmo mas jest bogate 
w piki peptydowe. Chromatogram i widmo mas przedstawiono na Rys. 29. 
 
Rys. 29. Chromatogram i widmo mas zarejestrowane techniką HPLC-MS po 70,20 h 
przechowywania roztworu L-Met [173] 
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1.1.4. TEST BIURETOWY  
Dodatkowym dowodem na zajście procesu spontanicznej kondensacji Met,  
w wyniku której tworzą się homopeptydy jest test biuretowy. Testowi biuretowemu 
zostały poddane dwa wodne roztwory L-Met, świeżo sporządzony i przechowywany 
przez okres 10 dni. Pozytywny wynik próby biuretowej został uzyskany tylko  
w przypadku przechowywanego przez 10 dni wodnego roztworu L-Met. Wynik został 
zaprezentowany na Rys. 30.  
 
 
Rys. 30. Zdjęcia zawartości probówek po przeprowadzeniu reakcji biuretowej: 
(a) świeżo sporządzonego wodnego roztworu L-Met; (b) wodnego roztworu L-Met 
przechowywanego przez 10 dni w warunkach pokojowych 
 
Na Rys. 30 (a) widać jedynie przezroczysty roztwór L-Met  
i błękitny zsedymentowany odczynnik biuretowy, natomiast na Rys. 30 (b) został 
otrzymany intensywny fioletowy pierścień w górnej warstwie cieczy zawartej  
w probówce. W wyniku reakcji roztworu L-Met przechowywanego przez 10 dni  
w temperaturze pokojowej z odczynnikiem biuretowym, powstał fioletowy kolor 
świadczący o pozytywnym wyniku reakcji biuretowej, czyli o zajściu samorzutnej 
peptyzacji w roztworze aminokwasu, a fioletowy kolor dodatkowo potwierdza obecność 
więcej, niż jednego wiązania peptydowego w powstałych peptydach.   
1.1.5. BADANIA PRZEPROWADZONE TECHNIKĄ SEM 
Dla potrzeb badania techniką SEM, L-Met została rozpuszczona w 70% 
wodnym roztworze acetonitrylu, a następnie przechowywana przez pięć miesięcy  
w temperaturze pokojowej. Zmiana rozpuszczalnika z wody na wodny roztwór 
acetonitrylu wynika z faktu, że acetonitryl jest związkiem silnie aseptycznym, który 
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uniemożliwia rozwój bakterii w przechowywanej próbce. Na Rys. 31 przedstawiono 
otrzymane mikrografie. Mikrografie te pokazują płaskie struktury peptydowe, 
przypominające dyski. W celu potwierdzenia, że powstałe struktury dysków należą do 
peptydów, metodą SEM przeanalizowano również świeży roztwór Met. W świeżym 
roztworze (Rys. 31(A)) są widoczne jedynie płaskie taśmy, które najprawdopodobniej 
reprezentują kryształy monomerów aminokwasu. Na Rys. 31 (B), przedstawiającym 
struktury obecne w roztworze przechowywanym przez pięć miesięcy widać, że oprócz 
płaskich taśm należących do monomerów pojawiają się również struktury dysków. 
Powstałe płaskie dyski są analogiczne do opisywanych w literaturze jako struktury 
peptydowe Met. Struktury te wykazują tendencję do tworzenia zwiniętych oligomerów, 
złożonych z ok. 6÷8 cząsteczek monomeru Met [174]. 
 
 
Rys. 31. Samorzutna kondensacja w roztworze L-Met. Mikrografie ze skaningowego 
mikroskopu elektronowego (SEM), otrzymane po odparowania roztworu Met do sucha. 
 A: (a),(b): Świeża próbka; powiększenia (a) X100; (b) X850; B: (a)-(c): próbka 
przechowywana przez okres pięciu miesięcy; powiększenia (a) X3000; (b) X3300; 
 (c) X13000 
 
(A) 
 
 
 
 
 
(B) 
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1.2. BADANIA ROZTWORU L-CYS 
1.2.1. BADANIA PRZEPROWADZONE TECHNIKĄ TLC-DENSYTOMETRIA I TLC-MS 
Badania roztworu L-Cys zostały przeprowadzone w celu sprawdzenia, czy  
w przechowywanym przez pewien okres czasu roztworze zachodzi proces samorzutnej 
enancjomeryzacji i czy proces ten zachodzi równolegle z procesem kondesacji 
aminokwasu w roztworze. 
Zaproponowane zostały tutaj następujące mechanizmy procesu spontanicznej 
inwersji chiralnej i kondensacji Cys, przedstawione na Schemacie 3.  
 
 
 
Schemat 3. Mechanizm molekularny procesu zachodzącego w jednoskładnikowym 
układzie L-Cys rozpuszczonej w 70% wodnym roztworze acetonitrylu: (a) inwersja 
chiralna L-Cys do D-Cys (otrzymane achiralne struktury pośrednie zostały zaznaczone 
czarnymi owalami), (b) proces kondensacji, (c) ogólny schemat paralelnego procesu 
inwersji chiralnej i kondensacji    
(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(c) 
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Na schemacie 3. (a) przedstawiony został mechanizm spontanicznej 
enancjomeryzacji, a w wyniku tego procesu została otrzymana D-Cys. Zarówno  
w mechanizmie spontanicznej inwersji chiralnej, jak i kondensacji (Schemat 3. (a) i (b)) 
założone zostało, że procesy te nie zachodzą jednoetapowo, lecz z uwzględnieniem 
kilku etapów i produktów pośrednich.  
Badania roztworu L-Cys techniką TLC zostały przeprowadzone w dwóch 
eksperymentach.  
 
a) Eksperyment 1 
W badaniach tych zostały wykorzystane świeżo sporządzone roztwory L-Cys  
i DL-Cys oraz roztwór L-Cys przechowywany przez okres 60 dni w temperaturze 
pokojowej. Otrzymane wyniki analizy przedstawiono na Rys. 32. 
 
Rys. 32. Densytogramy i chromatogramy roztworu L-Cys z równomolowym 
dodatkiem octanu manganu(II); (a) świeżo sporządzony roztwór L-Cys; (b) roztwór  
L-Cys przechowywany przez 60 dni; (c) świeżo sporządzony roztwór DL-Cys.  
1: densytogramy otrzymane przez skanowanie całych płytek chromatograficznych  
(a) – (c); 2: fotografie całych płytek chromatograficznych (a) – (c); 3: powiększone 
fragmenty densytogramów (a) – (c) [175] 
 
Otrzymane densytogramy wyglądają bardzo podobnie pod względem 
jakościowym, ale porównując zdjęcia płytek chromatograficznych L-Cys (Rys. 32 (b))  
i DL-Cys (Rys. 32 (c)) można wywnioskować, że niebieskie pasma stanowią formę 
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monomeryczną Cys, a brązowe i żółte pasma są efektem spontanicznej kondensacji 
aminokwasu. Na wszystkich otrzymanych densytogramach (Rys. 32 (1a)-(1c)) widać 
dominację piku pochodzącego od brązowego pasma, czyli od frakcji peptydowej. Pik 
ten jest obecny zarówno w świeżo sporządzonym roztworze aminokwasu (Rys. 32 (a)), 
jak również w roztworze przechowywanym przez okres 60 dni (Rys. 32 (b)). 
Niebieskie pasmo należące do formy monomerycznej Cys w świeżym roztworze  
L-Cys jest inne, niż w przechowywanym roztworze L-Cys. Różnice te są dobrze 
widoczne na powiększonych fragmentach densytogramów (Rys. 32 (3a) i (3b)).  
Rys. 32 (3a) prezentuje tylko pojedynczy profil stężeniowy, a Rys. 32 (3b) 
odpowiadający przechowywanej próbce Cys przedstawia dwa nie w pełni rozdzielone 
piki. Analogiczny densytogram został uzyskany dla świeżej próbki DL-Cys (Rys. 32 
(3c)), co pozwala na stwierdzenie, że w trakcie przechowywania roztworu L-Cys zaszła 
inwersja chiralna tego aminokwasu. 
Wartości RF dodatkowo podkreślają różnice między świeżą i przechowywaną 
próbką L-Cys, a także podobieństwa między przechowywaną próbką L-Cys, a świeżą 
próbką DL-Cys. Dla świeżej próbki L-Cys wartość RF pasma odpowiadającego formie 
monomerycznej wynosi 0,31 ± 0,01 i wartość ta jest taka sama dla niższej części piku 
(czyli dla pierwszego maksimum piku) w przechowywanej próbce L-Cys oraz w próbce 
DL-Cys. Wartość RF (równa 0,35  ± 0,01) odpowiadająca części piku na densytogramie 
(czyli drugiemu maksimum piku) w przechowywanej próbce L-Cys jest taka sama, jak  
w przypadku roztworu świeżej próbki DL-Cys. Wynika stąd, że współczynnik retardacji 
(RF) dla D-Cys przyjmuje wyższe wartości, niż dla L-Cys i ta sekwencja pozostaje  
w zgodzie z danymi literaturowymi dla L i D-Cys w układach NP TLC [176]. 
b) Eksperyment 2 
Celem eksperymentu 2 było wykazanie dynamiki peptyzacji Cys w przeciągu 
pierwszych pięciu godzin przechowywania roztworu. Najpierw świeżo sporządzony 
roztwór L-Cys został naniesiony na płytkę chromatograficzną, a następnie kolejne 
pasma były nanoszone w jednogodzinnych odstępach przez okres pięciu godzin.  
Otrzymane chromatogramy i densytogramy są przedstawione na Rys. 33.  
Na Rys. 33 (1a)-(1f) przedstawiono densytogramy otrzymane przez skanowanie 
poszczególnych pasm chromatogramu, odpowiadających kolejno świeżo 
przygotowanemu roztworowi (Rys. 33 (1a)) i próbkom przechowywanym przez okres  
 
87 
 
1 ÷ 5 godzin (Rys. 33 (1b)-(1f)). Na Rys. 33 (3a)-(3f) znajdują się powiększone 
fragmenty densytogramów, odpowiadające formie monomerycznej Cys.  
 
 
Rys. 33. Densytogramy i odpowiadające im chromatogramy roztworu L-Cys  
z dodatkiem równomolowej ilości azotanu(V) cynku(II). (a) Świeżo przygotowana 
próbka roztworu L-Cys; próbka L-Cys (b) po 1 h przechowywania; (c) po 2 h 
przechowywania; (d) po 3 h przechowywania; (e) po 4 h przechowywania;  
(f) po 5 h przechowywania. 1: densytogram uzyskany przez skanowanie całej płytki 
chromatograficznej (a) - (f); 2: zdjęcia płytek chromatograficznych (a) - (f);  
3: powiększone fragmenty densytogramów (a) - (f) odpowiadające pasma formy 
monomerycznej [175] 
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Podobnie jak w eksperymencie 1, na wszystkich densytogramach (Rys. 33) 
dominują piki odpowiadające brązowemu pasmu, czyli frakcji peptydów, natomiast 
pierwsze niebieskie pasmo (monomer Cys) na Rys. 33 (2a)-(2f) początkowo 
charakteryzuje się dużą intensywnością koloru niebieskiego, ale z każdą godziną 
przechowywania próbki obserwuje się obniżenie intensywności niebieskiej barwy. 
Intensywność maksimum piku monomeru Cys dla świeżo sporządzonego roztworu 
wynosi 170 mAV, a po 5 h wartość ta spada do 36 mAV. Tak szybkie zanikanie pasma 
monomerycznej Cys świadczy o szybkiej samorzutnej kondensacji tego aminokwasu. 
Dodatkowo cysteina oprócz wiązań peptydowych ma zdolność do tworzenia 
mostków disulfidowch, co jest związane z obecnością dodatkowej grupy tiolowej. Na 
Rys. 34 (a) została zaprezentowana struktura chemiczna cysteiny z zaznaczonymi 
grupami funkcyjnymi, a na Rys. 34 (b) przedstawiono struktury dimerów Cys  
z rodzajami wiązań, jakie może tworzyć cysteina.  
 
 
 
 
Rys. 34. Molekularna struktura Cys (a) z zaznaczonymi trzema grupami funkcyjnymi;  
(b) struktury dimerów Cys połączone wiązaniem peptydowym (-CO-NH-) i wiązaniem 
disulfidowym (-S-S-) [175] 
 
Eksperyment analogiczny do przedstawionego w rozdziale 1.1.1 został 
wykonany dla Cys. W celu potwierdzenia zajścia procesu samorzutnej peptyzacji 
skorzystano z techniki TLC-MS i wymywaniu z rozwiniętego chromatogramu poddano 
pasma żółte (frakcje peptydów) dla świeżo sporządzonego roztworu DL-Cys i roztworu 
L-Cys, który przechowywano przez okres 60 dni. Otrzymane chromatogramy i widma 
mas są przedstawione na Rys. 35. 
(a) (b) 
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Rys. 35. Chromatogramy i widma mas otrzymane dla pasm reprezentujących 
frakcję peptydów: (a) świeżo przygotowana próbka DL-Cys ; (b) roztwór L-Cys 
przechowywany przez 60 dni [175] 
 
Wyniki przedstawione dla Rys. 35 (a) i (b) znacznie różnią się od siebie. 
Różnice te są widoczne przede wszystkim w intensywności chromatogramów.  
W przypadku przechowywanego roztworu L-Cys ilość zliczeń jest rzędu 106 (Rys. 35 
(b)), a dla świeżego roztworu DL-Cys sygnały te są znacznie słabsze, a ilość zliczeń jest 
rzędu 103 (Rys. 35 (a)). Jest to przekonujący dowód, świadczący o znacznym 
(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 
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zaawansowaniu procesów spontanicznej kondensacji. Kolejny dowód potwierdzający 
spontaniczną kondensację dotyczy zarejestrowanych pików na widmach mas. 
Najbardziej intensywny pik na Rys. 35 (a) przyjmuje wartość m/z 144  i może 
odpowiadać monomerycznej formie  (w postaci [Cys + Na]+). Intensywności sygnałów 
pików odpowiadających strukturom peptydowym są znacznie niższe, np. intensywność 
sygnału peptydu dla m/z 371 wynosi 133 zliczeń, dla m/z 959 wynosi 55 zliczeń, i dla 
m/z 1373 wynosi 37 zliczeń. Peptydom tym można przyporządkować następujące 
struktury [Cys7 + 2H]
2+ (6 wiązań peptydowych), [Cys9 + H]
+
 (7 wiązań peptydowych  
i 2 mostki disulfidowe) i [Cys13 +H]
+
 (11 wiązań peptydowych i 1 mostek disulfidowy). 
Widmo mas zarejestrowane dla roztworu przechowywanego przez 60 dni  
(Rys. 35 (b)) charakteryzuje się dużą ilością pików pochodzących od peptydów. Można 
tutaj wymienić piki o następujących wartościach m/z: 2367 (448 zliczeń), 1462 (159 
zliczeń) i 951 (56 zliczeń). Opowiadające tym wartościom prawdopodobne struktury 
peptydowe są następujące: [Cys22 + Na]
+
 (17 wiązań peptydowych i 6 wiązań 
disulfidowych) [Cys14 + H]
+
 (13 wiązań peptydowych) i [Cys9 + H]
+
 (8 wiązania 
peptydowych i 2 wiązania disulfidowe). Spektrometria mas w sposób jednoznaczny 
wykazała zajście procesu samorzutnej peptyzacji w trakcie przechowywania roztworu 
L-Cys.  
1.2.2. BADANIA TECHNIKĄ ACHIRALNEJ HPLC-ELSD I HPLC-MS 
Badania techniką HPLC-ELSD zostały przeprowadzone w celu sprawdzenia, 
czy proces peptyzacji L-Cys ma charakter oscylacyjny. Badaniom zostały podane dwa 
roztwory L-Cys. W pierwszym badany aminokwas został rozpuszczony w 70% 
wodnym roztworze acetonitrylu, a w drugim przypadku L-Cys została rozpuszczona  
w 70% wodnym roztworze metanolu.  
Podczas tych analiz zarejestrowano zmiany wysokości maksimów pików L-Cys, 
świadczących o zmianach stężenia aminokwasu. Na Rys. 36 przykładowo 
przedstawiono nałożone chromatogramy pochodzące z analizy L-Cys rozpuszczonej  
w 70% wodnym roztworze acetonitrylu. W trakcie trwania analizy HPLC można było 
zauważyć, że wysokości pików odpowiadających monomerycznej Cys zmieniały się,  
a dodatkowo co pewien czas pojawiał się nie do końca rozdzielony dodatkowy pik. Ten 
dodatkowy pik pochodził prawdopodobnie od produktu procesu kondensacji Cys. 
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Rys. 36. Wybrane chromatogramy zarejestrowane przy pomocy detektora ELSD dla 
Cys rozpuszczonej w 70% wodnym roztworze acetonitrylu po upływie: 1,80; 10,80; 
13,20 oraz 72,95 h 
Rys. 37 przedstawia serię zmian stężenia L-Cys rozpuszczonej w 70% wodnym 
roztworze acetonitrylu, w przedziale czasowym od 0 do 95 godziny przechowywania 
próbki. Na Rys. 37 widać, że zmiany wysokości pików charakteryzuje nieliniowość, co 
potwierdza oscylacyjny charakter procesu samorzutnej kondensacji. 
 
Rys. 37. Szeregi czasowe wysokości maksimów pasm chromatograficznych dla L-Cys  
w 70% wodnym roztworze acetonitrylu (rejestracja detektorem ELSD) 
Dodatkowo na Rys. 37 widać, że w pierwszych 20 godzinach monitorowania 
analitu jego stężenie rośnie, kolejno następuje gwałtowny spadek stężenia, a po ok. 29 h 
analizy zmiany wysokości pików chromatograficznych cysteiny oscylują już na 
niższym, stałym poziomie. Zmiany te mogą świadczyć o szybkim procesie kondensacji 
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tego aminokwasu, a nagły spadek stężenia monomerycznej cysteiny może świadczyć  
o tym, że powstała pewna ilość peptydów. Powstałe peptydy prawdopodobnie osadzały 
się na kolumnie, co dodatkowo zostało potwierdzone poprzez zastosowanie techniki 
HPLC-MS. Sprzężenie HPLC ze spektrometrem mas potwierdziło obecność peptydów  
w przechowywanym roztworze. Dodatkowo peptydy po zakończeniu analizy ciągle 
były wymywane z kolumny chromatograficznej, co potwierdziło przypuszczenia o tym, 
że pewna część peptydów została zatrzymana na kolumnie. Na Rys. 38 (a) i (b) znajdują 
się widma mas oraz tabele z proponowanymi strukturami utworzonymi w wyniku 
powstania peptydów dla (a) świeżo sporządzonego roztworu L-Cys i (b) roztworu 
przechowywanego przez okres 4 dni.  
 
 
Rys. 38. Widma mas i tabele z propozycjami struktur dla (a) świeżo sporządzonego 
roztworu L-Cys; (b) roztworu L-Cys przechowywanego przez okres 4 dni w 
temperaturze pokojowej [177] 
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Na Rys. 38 (a) na widmie mas widać charakterystyczny pik jonu molekularnego 
Cys, ale dodatkowo pojawiają się również piki o wartościach m/z 148,06 i 506,68, które 
można dopasować odpowiednio do struktur [Cys7 + 5H]
5+
 i [Cys13 + 3H]
3+
, jednak 
intensywność tych pików jest niewielka w porównaniu z pikiem jonu molekularnego. 
Na Rys. 38 (b) na widmie mas również widać pik odpowiadający jonowi 
molekularnemu Cys, jednak pojawiają się tutaj również piki należące do struktur 
peptydów, których intensywność jest porównywalna do piku Cys. Pojawia się tutaj pik 
o m/z równym 3296,53, który może pochodzić od do struktury [Cys31 + H]
+
. Obecność 
pików należących do homopetydów Cys świadczy o zajściu kondensacji  
w przechowywanym roztworze. Oprócz utworzonych wiązań peptydowych, tworzą się 
również wiązania disulfidowe, odpowiednio zaznaczone w tabelach przy widmach.  
Monitorowanie L-Cys rozpuszczonej w 70% wodnym roztworze metanolu 
również potwierdziło oscylacyjny charakter zmian stężeń w czasie przechowywania 
aminokwasu, aczkolwiek trend krzywej różni się od wykresu Cys na Rys. 37. Zmiany 
wysokości pików chromatograficznych odpowiadających Cys zostały przedstawione się 
na Rys. 39. 
 
Rys. 39. Szeregi czasowe wysokości maksimów pasm chromatograficznych dla L-Cys  
w 70% wodnym roztworze metanolu (rejestracja detektorem ELSD)  
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1.2.3. BADANIA PRZEPROWADZONE TECHNIKĄ SEM 
W przechowywanym przez dwa tygodnie roztworze L-Cys w 70% wodnym 
roztworze acetonitrylu pojawiły się pewne struktury, które zaprezentowano na Rys. 40. 
 
Rys. 40. Samorzutna kondensacja L-Cys w 70% wodnym roztworze acetonitrylu 
przechowywanego przez okres dwóch tygodni w temperaturze pokojowej z widocznymi 
oligomerami Cys [175] 
Analiza SEM tych struktur umożliwiła uzyskanie odpowiednich mikrografii, 
które przedstawiono na Rys. 41. Widać tutaj, że powstałe struktury organizują się  
w nano- i mikrosfery peptydowe, a kształt ten jest najprawdopodobniej uzależniony od 
obecności wolnej grupy –SH w strukturze Cys, jak również grup –COOH i –NH2. 
Wolna grupa siarkowa pozwoliła też na powstanie mostków disulfidowych. 
Przedstawione na Rys. 41 sferyczne struktury powstałe w roztworze L-Cys są 
analogiczne do struktur peptydowych przedstawianych w literaturze [178]. 
 
Rys. 41. Samorzutna kondensacja w roztworze L-Cys; ((i) - (vi) mikrografie 
SEM mikrostruktur Cys powstałych po odparowania badanego roztworu do sucha; 
Powiększenia: (I) X90; (ii) X500; (iii) X500; (iv) X3700; (v) X3700; (vi) X4000 [175] 
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1.2.4. BADANIA TURBIDYMETRYCZNE 
Badania turbidymetryczne prowadzono od momentu sporządzenia roztworów  
L-Cys i DL-Cys przez okres 4 dni. Badania te były prowadzone w celu porównania 
dynamiki zmętnienia roztworu L-Cys i roztworu DL-Cys. Zmiany zmętnienia 
roztworów świadczą o powstawaniu mikrostruktur zaprezentowanych w rozdziale 1.2.3. 
Otrzymane wyniki z analizy DL-Cys zostały przedstawione na Rys. 42. 
 
Rys. 42. Zmiany zmętnienia DL-Cys rozpuszczonej w 70% wodnym roztworze 
acetonitrylu w funkcji czasu (pierwsze 4 dni od sporządzenia roztworu) 
 
Na Rys. 42 widać, że zmiany zmętnienia oscylują głównie w przedziale 42,0 – 
42,6 NTU. Zmiany zmętnienia w przypadku roztworu DL-Cys pojawiają się, ale są nie 
duże. Natomiast na Rys. 43 zaprezentowany został wykres przedstawiający zmianę 
zmętnienia roztworu L-Cys.  
 
Rys. 43. Zmiany zmętnienia L-Cys rozpuszczonej w 70% wodnym roztworze 
acetonitrylu w funkcji czasu (pierwsze 4 dni od sporządzenia roztworu) [179] 
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Na Rys. 43 pokazano, że zmiany zmętnienia roztworu L-Cys zachodzą  
w znacznie bardziej dynamiczny sposób, niż roztworu DL-Cys (Rys. 42). Na Rys. 43 
zmętnienia oscylują w przedziale 38,5 – 43,0 NTU. Dodatkowo widać tutaj pewne 
cykliczne zmiany, charakteryzujące się wzrostem zmętnienia, a następnie poziom 
zmętnienia maleje i tak dzieje się cztery razy w czasie czterodniowej analizy.  
Na Rys. 43 zostały naniesione podziałki czasowe, uwydatniające długości jednego 
takiego cyklu. Widać, że cykl ten waha się od 24,0 do 25,20 h. Czas trwania jednego 
cyklu sugeruje, że zmiany zmętnienia w przypadku roztworu L-Cys wykazują rytm 
okołodobowy. Sytuacja ta jest tym bardziej ciekawa, iż L-aminokwasy budują białka  
w żywych organizmach, a DL-Cys (nie odpowiadająca za budowę białek żywych 
organizmów) rytmów dobowych nie wykazała.  
Dodatkowo została przeprowadzona analiza turbidymetryczna rozpuszczalników 
stosowanych w analizie roztworu Cys. Otrzymane wyniki zostały zaprezentowane na 
Rys. 44.  
 
Rys. 44. Wykres zmian zmętnienia zarejestrowanych w ciągu 24 h trwania 
analizy dla wody (H2O), acetonitrylu (ACN) oraz 70% wodnego roztworu acetonitrylu 
(ACN-H2O) [177] 
 
Z Rys. 44. wynika, że zmiany zmętnienia rozpuszczalników są bardzo 
niewielkie, co udowadnia, że zmiany przedstawione na Rys. 42 i 43 są 
charakterystyczne dla roztworu Cys, a nie są wynikiem błędu aparatury, czy naturą 
samych rozpuszczalników.  
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1.2.5. MODEL TEORETYCZNY 
W celu sprawdzenia naszego rozumienia procesu oscylacyjnej oligomeryzacji 
stworzono model teoretyczny na podstawie wyników uzyskanych w trakcie 
przechowywania roztworu L-Cys. Powstał on dzięki współpracy z prof. Irvingiem R. 
Epsteinem z Brandeis University w Waltham MA, USA. Model ten jest kontynuacją 
modeli stworzonych na podstawie wyników badań kwasu mlekowego i pary 
aminokwasów L-Hyp-L-Pro. Modele te zostały opisane w rozdziale II. 5. 3. Podczas 
symulacji modelu kwasu mlekowego została wysnuta hipoteza, że tworzące się 
oligomery mogą organizować się w agregaty, które z kolei mogą posłużyć jako szablon 
do tworzenia większej liczby agregatów. Podobnie jak w poprzednich pracach,  
z powodu braku informacji na temat wartości kinetycznych poszczególnych etapów 
procesu oligomeryzacji i agregacji, do utworzenia tego modelu zostały zastosowane 
pewne ogólne przybliżenia. W wyniku tych przybliżeń pewne wieloetapowe procesy 
zostały zapisane jako jeden ogólny ,,pseudo-etap” charakterystyczny dla wzrostu 
struktur, czy stałych szybkości. Model ten został opracowany celem odtworzenia 
eksperymentalnych danych otrzymanych z analizy ciągłej oscylacyjnych zmian 
zmętnienia roztworu L-Cys. Zmiany zmętnienia w roztworze L-Cys są spowodowane 
tworzeniem się nano- i mikrostruktur peptydowych aminokwasu. Zaproponowany 
model uwzględnia oscylacyjne wytrącanie stałych struktur peptydowych z roztworu 
oraz ponowny rozpad tych struktur do monomerycznych aminokwasów.  
W wyniku wprowadzenia pewnych, niewielkich zmian do poprzednich modeli 
obecnie zostały zaproponowane następujące równania [177]:  
𝑛1𝑀 𝑃                    𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑜𝑀                      𝑜𝑙𝑖𝑔𝑜𝑚𝑒𝑟𝑦𝑧𝑎𝑐𝑗𝑎                        (32) 
𝑛2𝑃  𝐶                     𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑢𝑃                    (𝑛𝑖𝑒𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑧𝑜𝑤𝑎𝑛𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑗𝑎)   (33) 
 2𝐶 + 𝑛2𝑃  3𝐶      𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝐶𝐶
2𝑃                 𝑘𝑎𝑡𝑎𝑙𝑖𝑧𝑜𝑤𝑎𝑛𝑎 𝑎𝑔𝑟𝑒𝑔𝑎𝑐𝑗𝑎         (34) 
𝐶  𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑦          𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑑𝐶                      (𝑟𝑜𝑧𝑘ł𝑎𝑑)                                     (35) 
We wzorach tych monomer (cząsteczka aminokwasu) został oznaczony jako M, 
P oznacza typowy oligomeryczny peptyd o średniej długości n1, a C oznacza typowy 
katalizowany agregat, który zawiera, średnio n2 oligomerów. Po utworzeniu C następuje 
proces autokatalitycznej agregacji. Agregaty mogą się rozkładać na produkty, których 
organizacja nie wypływa na dynamikę. Chcąc uwzględnić tworzenie się stałych struktur 
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peptydowych w roztworze pojedynczego aminokwasu, należy do równań wprowadzić 
dwa dodatkowe etapy:  
2𝐶  𝐹      𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑓𝜃 𝐶 − 𝐶𝑡 𝐶
2        𝑡𝑤𝑜𝑟𝑧𝑒𝑛𝑖𝑒 𝑠𝑡𝑟𝑢𝑘𝑡𝑢𝑟 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑦𝑑𝑜𝑤𝑦𝑐ℎ   (36) 
𝐹  2𝐶     𝑠𝑧𝑦𝑏𝑘𝑜ść = 𝑘𝑟[1 − 𝜃 𝐶 − 𝐶𝑡 𝐹  (𝑟𝑜𝑧𝑝𝑎𝑑 𝑠𝑡𝑟𝑢𝑘𝑡𝑢𝑟 𝑝𝑒𝑝𝑡𝑦𝑑𝑜𝑤𝑦𝑐ℎ)      (37)    
gdzie: F oznacza nanostruktury, Ѳ jest funkcją skokową Heavisidae’a, gdzie 1 oznacza 
argument pozytywny, a 0 argument negatywny lub zero. Struktury peptydowe tworzone 
są tylko wtedy, kiedy stężenie agregatów przekracza krytyczną wartość Ct, a rozpadają 
się ponownie, gdy C znajduje się poniżej tego progu. Zastosowanie funkcji skokowej 
jest podobne do procedury stosowanej w niektórych modelach opisujących tworzenie 
pierścieni Lisganga [180]. Równania te odnoszą się wyłącznie do jednoskładnikowego 
roztworu aminokwasu. Na Rys. 45 znajduje się symulacja zmian stężenia oligomerów  
i nanostruktur, uzyskana na podstawie utworzonego modelu.  
 
Rys. 45. Symulacja oscylacji oligomerów i nanostruktur w 70% wodnym roztworze 
acetonitrylu dla wyjściowo sporządzonego roztworu aminokwasu. Początkowe stężenie 
roztworu wynosiło [Cys] = 5,77  10-3 mol · dm-3. Czarną linią zostały oznaczone 
zmiany stężenia oligomerów, a szarą linia zostały oznaczone zmiany stężenia 
nanostruktur. Parametry dla równań modelu są następujące: k0 = 2,25 × 10
-7
 s
-1
,  
ku = 3,0×10
-7
 s
-1
, kc = 6,3 × 10
5
 M
-2
s
-1
, kd = 7,5 × 10
-5
 s
-1
, kf = 6,0 × 10
-4
 M
-1
s
-1
, kr = 1,2 × 
10
-5
 s
-1
, n1 = 3, n2 = 6, Ct = 2,0 × 10
-5
 M [177]. 
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1.3. BADANIA ROZTWORÓW L-PHE, D-PHE I DL-PHE 
L-Phe jest aminokwasem, który został poddany badaniom polegającym na 
sprawdzeniu, czy ulega oscylacyjnej kondensacji po rozpuszczeniu w roztworze 
metanolu z wodą (7:3 v/v). Główną techniką kontrolowania roztworu aminokwasu było 
HPLC. Ponadto analogicznemu eksperymentowi zostały podane roztwory D-Phe  
i DL-Phe. Przykładowy chromatogram z analizy L-Phe został przedstawiony na Rys. 46.  
 
Rys. 46. Przykładowy chromatogram zarejestrowany dla świeżo sporządzonego 
roztworu L-Phe w układzie metanol-woda, 7:3 v/v 
Na Rys. 46 widać, że pik chromatograficzny odpowiadający L-Phe jest 
pojedynczym symetrycznym pikiem, kształtem przypominającym krzywą Gaussa,  
o czasie retencji tR=7,5 min. W przypadku roztworów D-Phe i DL-Phe zostały 
otrzymane analogiczne piki o tym samym czasie retencji. Wyniki całej, trwającej 49 h 
analizy roztworów zostały zamieszczone na Rys. 47.  
 
Rys. 47. Zmiany wysokości pików chromatograficznych w funkcji czasu (49 h analizy) 
dla roztworów L-, D- i DL-Phe rozpuszczonych w 70% wodnym roztworze metanolu 
[181] 
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Na Rys. 47 pokazano, że zmiany wysokości pików chromatograficznych 
wszystkich enancjomerów Phe ulegają niemonotonicznym zmianom w czasie. Zmiany 
te również w przypadku Phe świadczą o jego niestabilności strukturalnej w roztworze,  
w wyniku czego w sposób oscylacyjny powstają peptydy. Amplituda zmian stężeń  
w przypadku roztworu DL-Phe jest mniejsza, niż w roztworach L-Phe i D-Phe, a cały 
wykres zmian DL-Phe ma stosunkowo płaski przebieg. Natomiast zmiany stężeń  
w czasie dla roztworów L-Phe i D-Phe w pierwszych 20 h zachodzą na różnych 
poziomach, po czym po ok. 20 h zmiany te zaczynają przebiegać w sposób 
zsynchronizowany.  
Dodatkowo zostały przeprowadzone badania turbidymetryczne, mające na celu 
sprawdzenie, jak zmiana zmętnienia (ilość wytrącanych, stałych struktur peptydowych) 
zależy od tego, jaki enancjomer Phe został rozpuszczony w 70% wodnym roztworze 
metanolu. Wyniki 14 dniowego pomiaru turbidymetrycznego przedstawiono się na Rys. 
48.  
 
Rys. 48. Zmiany zmętnienia w czasie (14 dni) dla roztworów L-Phe, D-Phe i DL-Phe 
[181] 
 
Na Rys. 48 pokazano, że w czasie przechowywania roztworów Phe zachodzą 
niemonotoniczne zmiany zmętnienia w czasie. W ciągu 14 dniowego pomiaru 
wszystkie roztwory Phe wykazały zmiany zmętnienia. Krzywe zaprezentowane na  
Rys. 48 różnią się od siebie, co świadczy o tym, że dynamika powstania struktur 
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peptydowych zależy nie tylko od rodzaju rozpuszczonego aminokwasu, ale również od 
rodzaju zastosowanego enancjomeru. Jak pokazano na Rys. 48, zmiana zmętnienia 
zachodzi najbardziej dynamicznie w przypadku roztworu L-Phe. Między 
poszczególnymi wykresami, ilustrującymi zmiany zmętnienia nie ma żadnej 
synchronizacji. 
 
2. BADANIE PROCESÓW OSCYLACYJNYCH W DWUSKŁADNIKOWYM 
ROZTWORACH AMINOKWASÓW  
2.1. BADANIA ROZTWORU L-PHE - L-HYP TECHNIKĄ HPLC-ELSD, HPLC-DAD  
ORAZ LC-MS 
W układach dwuskładnikowych oprócz homopeptydów mogą powstawać 
heteropeptydy. Powstawanie heteropeptydów Phe-Hyp może zachodzić zgodnie  
z mechanizmem zaproponowanym na Schemacie 4. 
  
Schemat 4. Mechanizm molekularny procesu kondensacji zachodzącego  
w dwuskładnikowym układzie L-Phe-L-Hyp, rozpuszczonym w 70% wodnym 
roztworze acetonitrylu 
 
Dynamika oscylacyjnych zmian w badanym roztworze była śledzona  
z zastosowaniem techniki HPLC-ELSD. Na Rys. 49 zaprezentowano przykładowy 
chromatogram. Obecne są na nim trzy piki chromatograficzne, 1- należący do Phe,  
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2- do Hyp, a 3- do produktu kondensacji. Produkt ten praktycznie przez cały czas 
analizy (160 h) był obecny w badanej próbce, a jego stężenie zmieniało się w sposób 
niemonotoniczny. Obecność produktu kondensacji aminokwasów w świeżo 
sporządzonej próbce może świadczyć o szybkiej peptyzacji aminokwasów w roztworze.   
 
Rys. 49. Przykładowy chromatogram roztworu L-Phe-L-Hyp, zarejestrowany przy 
pomocy detektora ELSD po upływie 0,37 h przechowywania próbki. 1– Phe;  
2 – Hyp; 3 – produkt kondensacji 
 
Podczas monitorowania zmian zachodzących w badanym roztworze 
aminokwasów zarejestrowano bardzo zróżnicowane zachowania tych aminokwasów,  
a mianowicie bardzo dynamiczne zmiany stężeń tych związków. Na Rys. 50 
przedstawiono najbardziej zróżnicowane chromatogramy, zarejestrowane podczas 
analizy.   
 
Rys. 50. Najbardziej zróżnicowane chromatogramy zarejestrowane podczas 
analizy roztworu L-Phe-L-Hyp, zarejestrowane przy pomocy detektora ELSD po 
upływie 0,37; 45,68; 142,68; 161,86 h 
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Na pierwszym chromatogramie przedstawionym na Rys. 50 i zarejestrowanym 
po upływie 0,37 h od sporządzenia roztworu widać wyraźne trzy piki 
chromatograficzne. Wysokość piku Phe (906,91 mV) jest większa od wysokości piku 
Hyp (527,15 mV), co jest zgodne ze stężeniami wprowadzonych aminokwasów (L-Phe 
2,5 mg·cm-3; L-Hyp 1,0 mg·cm-3). Ponadto pik produktu polikondensacji ma 
intensywność równą 99,5 mV. Drugi chromatogram został zarejestrowany po 45,68 h 
przechowywania roztworu. Pierwszą różnicą jest teraz zmiana proporcji pików. Pik 
pochodzący od Hyp (420,64 mV) jest teraz wyższy w stosunku do Phe (330,36 mV). 
Stężenie Phe znacznie spadło, co miało wpływ na pewną zmianę jego czasu retencji 
z 4,3 na 5,5 minuty. Ponadto widać wyraźne rozsunięcie się pików chromatograficznych 
i znaczny spadek stężenia piku odpowiadającego za produkt kondensacji, którego 
intensywność spadła z 99 mV do niecałych 17 mV. Trzeci z przedstawionych 
chromatogramów został zarejestrowany po upływie 142,86 h. Na tym wykresie pik 
odpowiadający produktowi kondensacji w ogóle nie pojawił się na chromatogramie, 
natomiast pik odpowiadający Phe (725,28 mV) ponownie przewyższa pik 
odpowiadający Hyp (631,05 mV). Ostatni z prezentowanych wykresów został 
zmierzony po upływie 161,86 h. Na tym chromatogramie widoczne są dwa częściowo 
rozdzielone piki, które prawdopodobnie należą do badanych aminokwasów. 
Na Rys. 51 zaprezentowano wykres zmian wysokości pików 
chromatograficznych poszczególnych związków w funkcji czasu (całkowity okres 
roztworu – 160 h).  
 
Rys. 51. Zmiany wysokości pików chromatograficznych L-Phe, L-Hyp oraz produktu 
peptyzacji zarejestrowane przy pomocy detektora ELSD roztworu L-Phe-L-Hyp [182] 
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Na Rys. 51. wysokości pików chromatograficznych aminokwasów zmieniają się  
w  czasie (zmiany te są tożsame ze zmianami stężeń badanych związków).  
W początkowej fazie pik Phe był wyższy, niż pik odpowiadający Hyp, lecz z czasem 
proporcje wysokości pików aminokwasów zmieniły się i obie krzywe zaczęły zbliżać 
się do siebie, aż ok. 43 h wysokość piku Phe stała się znacznie mniejsza od wysokości 
dla Hyp. Następnie sytuacja wróciła do swojego pierwotnego stanu. Na wykresie 
zostały zaznaczone zmiany wysokości pików w funkcji czasu dla piku odpowiadającego 
produktowi kondensacji. Widać tutaj, że produkt peptyzacji osiągnął swoje maksymalne 
stężenie już w pierwszych godzinach prowadzenia eksperymentu, jednak jego stężenie 
niemalże przez cały czas trwania analizy utrzymywało się na jednym poziomie (ok.  
50 mV). Można również zauważyć sytuacje, w których stężenie produktu maleje przy 
jednoczesnym wzroście stężenia aminokwasów, co świadczy o tym, że w wyniku 
hydrolizy produktu (prawdopodobnie heteropeptydu) powstały ponownie Phe i Hyp. 
Taka przykładowa sytuacja została przedstawiona na Rys. 52. 
 
Rys. 52. Zmiany wysokości pików L-Phe, L-Hyp oraz produktu peptyzacji  
w wybranym przedziale czasowym (od 58,0 do 58,8 h), zarejestrowane przy pomocy 
detektora ELSD [182] 
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Dodatkowo analiza roztworu badanych aminokwasów była przeprowadzona  
z detektorem spektrofotometrycznym z matrycą diodową (DAD), przy pomocy którego 
został zarejestrowany spektrochromatogram (Rys. 53). 
 
Rys. 53. Przykładowy spektrochromatogram, zarejestrowany przy pomocy detektora 
DAD po upływie 45,88 h monitorowania roztworu L-Phe-L-Hyp  
Na spektrochromatogramie (Rys. 53) przedstawiono maksima absorpcji  
w zakresie 234,8 nm. Zakres UV od 180 do 240 nm jest charakterystycznym regionem 
absorpcji grup amidowych (wiązań peptydowych), które wykazują w tym obszarze 
liczne nakładające się pasma absorpcji. Jest to kolejny dowód na powstawanie wiązań 
peptydowych miedzy aminokwasami L-Phe i L-Hyp w badanym roztworze.  
Kolejną techniką, zastosowaną w celu potwierdzenia procesu kondensacji, była 
chromatografia cieczowa sprzężoną ze spektrometria mas. Badaniom podano zarówno 
świeżo sporządzony roztwór aminokwasów, jak i roztwór L-Phe-L-Hyp 
przechowywany przez okres 26 dni w temperaturze pokojowej. Otrzymane 
chromatogramy i widma mas zostały zaprezentowane na Rys. 54 (a) i (b). 
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Rys. 54. Chromatogramy i widma mas dla roztworu L-Phe-L-Hyp rozpuszczonego  
w 70% wodnym roztworze acetornitrylu: (a) roztwór świeżo przygotowany; (b) roztwór 
przechowywany w temperaturze pokojowej przez okres 26 dni 
 
Na Rys. 54 (a) został przedstawiony chromatogram i widmo mas świeżo 
sporządzonej próbki L-Phe-L-Hyp, zaś na Rys. 54 (b) został przedstawiony 
(a) 
(b) 
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chromatogram i widmo mas roztworu przechowywanego przez okres 26 dni. Pomiędzy 
otrzymanymi chromatogramami nie widać znaczących różnic, jednak porównując 
widma mas otrzymane z tych analiz można zauważyć znaczące różnice, ale też pewne 
podobieństwa. Na obu widmach mas widać dwa wyraźnie dominujące piki 
pesudomolekuralne, pochodzące od badanych aminokwasów: m/z 166,3 pochodzący od 
fenyloalaniny [Phe  + H]
+
, oraz  m/z 132,3, odpowiadający hydroksyprolinie [Hyp + 
H]
+. W świeżo sporządzonej próbce pojawiają się również inne piki, ale o znikomej 
intensywności. Natomiast na Rys. 54 (a) widać, że intensywność pików aminokwasów  
w przypadku Phe sięga 30·103 zliczeń, a w przypadku Hyp intensywność sięga 22·103 
zliczeń. Natomiast na Rys. 54 (b) intensywność piku pseudomolekularnego 
odpowiadającego Phe spadła do wartości zaledwie 14·103 zliczeń, a dla Hyp utrzymała 
się na poziome ok. 20·103 zliczeń. Spadek intensywności pików odpowiadających 
monomerycznym aminokwasom jest prawdopodobnie spowodowany powstaniem 
peptydów. Na Rys. 54 (b) widać, że intensywność pozostałych pików peptydów 
znacznie wzrosła i wychodzi poza obszar granicy szumów. Na widmie 
przechowywanego roztworu zostały zaznaczone przykładowe piki wraz z propozycjami 
struktur, jakie mogły powstać w roztworze przez okres 26 dni przechowywania. Można 
tu wyróżnić zarówno homopeptyd o wartości m/z 233,26 Da mogącej pochodzić od 
[Hyp6 + 3H]
3+, jak również heteropeptydy o przykładowych wartościach: 1546,8 Da  
i 1637,2 Da, odpowiadające odpowiednio [Phe5 + Hyp7 + H]
+
 i  [Phe7 + Hyp5 + Na]
+
. 
Dodatkowo badanie przeprowadzone techniką LC-MS wykazało, że dynamika 
kondensacji tej pary aminokwasów nie jest zbyt wielka, gdyż wyraźne piki peptydów na 
widmie mas pojawiły się dopiero po 26 dniach, zaś analizy przeprowadzone we 
wcześniejszych etapach przechowywania roztworu dawały widma mas z pikami 
peptydów nieprzekraczającymi granicy szumów.  
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2.2. BADANIE WPŁYWU L-CYS NA MIKRO- I NANOSTRUKTURY PEPTYDOWE  
W ROZTWORACH DWUSKŁADNIKOWYCH 
Cys przez obecność grupy tiolowej, która umożliwia jej tworzenie mostków 
disulfidowych, tworzy homopeptydy wykazujące zdolność do organizacji  
w kuliste/sferyczne struktury, natomiast peptydy Phe wykazują zdolność do tworzenia 
mikro- i nanowłókien.  Phg również jest aminokwasem, którego peptydy tworzą 
całkiem odmienne struktury od Cys. Dodatkowo Phe i Phg są aminokwasami bardzo do 
siebie zbliżonymi pod względem strukturalnym. 
W roztworach tych aminokwasów mogą powstawać zarówno homo-, jak  
i heteropeptydy. Przykładowe możliwe struktury, jakie mogą się tworzyć w badanych 
roztworach przedstawia Rys. 55.  
 
Rys. 55. Niektóre możliwe struktury peptydowe, powstające w roztworach L-Cys-L-Phe  
i L-Cys-L-Phg: (a) dipeptyd Cys-Cys; (b) dipeptyd Phe-Phe; (c) dipeptyd Phg-Phg;  
(d) tetrapeptyd Cys-Cys-Cys, oprócz wiązań peptydowych utworzone zostało wiązanie 
–S-S– ; (e) tripeptyd Cys-Cys-Phe oprócz wiązań peptydowych utworzone zostało 
wiązanie –S-S–; (f) tripeptyd Cys-Cys-Phg oprócz wiązań peptydowych utworzone 
zostało wiązanie –S-S–     
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  Celem przeprowadzonych badań było sprawdzenie, jaki wpływ na powstałe 
mikro- i nanostruktury może wywrzeć aminokwas tworzący całkiem odmienne 
struktury od Cys. Ponadto Cys jest aminokwasem, wykazującym szybką dynamikę 
kondensacji. Struktury peptydowe widoczne gołym okiem pojawiły się  
w przechowywanym roztworze już po dwóch tygodniach przechowywania, co zostało 
omówione w rozdziale 1.2.3. i dlatego interesującym tematem badań było sprawdzenie 
wpływu aminokwasu szybko peptyzującego (Cys) na dynamikę kondensacji  
z aminokwasami nie wykazującymi takiej szybkości.  
2.2.1. BADANIA TECHNIKĄ SKANINGOWEJ MIKROSKOPII ELEKTRONOWEJ 
Aby przyjrzeć się bliżej strukturom wytrąconym w badanych roztworach 
wykorzystano skaningową mikroskopię elektronową (SEM). W tym celu przygotowano 
roztwory zarówno pojedynczych aminokwasów wchodzących w skład układów 
dwuskładnikowych, jak i mieszanin tych aminokwasów. Zdjęcia struktur powstających  
w jednoskładnikowych roztworach aminokwasów zostały przedstawione na Rys. 56. 
 
 
Rys. 56. Mikrografie SEM mikrostruktur: a) Cys; b) Phe; c) Phg otrzymanych po 
odparowaniu badanych roztworów do sucha; okres przechowywania roztworu wynosił:  
a) 2 tygodnie; b) 3 miesiące; c) jeden miesiąc. Powiększenie a) X3300, b) X3300,  
c) X20000 [183] 
 
Okres przechowywania roztworów różnił się dla poszczególnych aminokwasów, 
gdyż został dobrany po osiągnięciu odpowiedniej wielkości przez powstałe struktury, 
po wstępnej obserwacji gołym okiem. W przypadku roztworu L-Cys struktury takie 
można było już zauważyć po 2 tygodniach, w przypadku roztworu L-Phe potrzebne 
były aż 3 miesiące, a w przypadku roztworu L-Phg wystarczył 1 miesiąc 
przechowywania. Ponadto fakt, że odpowiednie struktury nie osiągnęły odpowiedniej 
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wielkości, żeby zauważyć je gołym okiem nie oznacza, że nie pojawiły się one już 
wcześniej.  
Jak pokazano na Rys. 56, w przypadku przechowywania pojedynczych 
roztworów aminokwasów otrzymano trzy różne struktury, co świadczy o tym, iż rodzaj 
otrzymanych nano- oraz mikrostruktur peptydowych zależy od budowy strukturalnej 
wyjściowego aminokwasu. W przypadku Cys (Rys. 56 (a)) otrzymana struktura jest 
analogiczna do tej zaprezentowanej w rozdziale 1.2.3. z taką różnicą, że wtedy 
aminokwas był przechowywany w 70% wodnym roztworze acetornitrylu, a teraz  
w 70% wodnym roztworze metanolu. Jak widać, zastosowany rozpuszczalnik nie miał 
większego wpływu na ostateczny wygląd powstałej struktury. Kolejnym badanym 
aminokwasem była Phe (Rys. 56. (b)), posiadająca dwie grupy funkcyjne oraz zawadę 
steryczną w postaci pierścienia benzenowego, przez co tworzy ona nano- oraz 
mikrowłókna peptydowe. W przypadku Phg (Rys. 56 (c)) otrzymano strukturę 
przypominającą cieniutką kartkę papieru zwiniętą w kilku płaszczyznach. Phg ma 
budowę strukturalną podobną do Phe (Phe posiada o jeden atom węgla więcej w swojej 
strukturze), a jednak tworzy zupełnie inną nanostrukturę peptydową. 
 Mikrografie otrzymane dla układów dwuskładnikowych zostały 
zaprezentowane na Rys. 57. 
 
Rys. 57. Mikrografie SEM mikrostruktur: a) – c)  L-Cys-L-Phe; d) – f) L-Cys- L-Phg 
powstałych po odparowaniu badanych roztworów do sucha; okres przechowywania 
roztworów wynosił 2 tygodnie. Powiększenie a) X14000, b) X5000, c) X3500, d) X500,  
e) X1100, f) X1100 g) X5000, h) X3000, i) X900 [183] 
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W drugiej części eksperymentu połączono badane aminokwasy w układy 
dwuskładnikowe w taki sposób, aby sprawdzić, czy i jak badane aminokwasy będą 
determinować kształt otrzymanych nano- oraz mikrostruktur peptydowych. Badano 
pary aminokwasów z jednym wspólnym czynnikiem – Cys (L-Cys-L-Phe i L-Cys- 
L-Phg). Na Rys. 57(a)-(c) zaprezentowano mikrografie układu dwuskładnikowego  
L-Cys-L-Phe, na Rys.57(d)-(f) zaprezentowano mikrografie układu L-Cys-L-Phg. 
Połączenie aminokwasów w takie układy dwuskładnikowe pokazało, iż to cysteina 
determinuje kształt otrzymanych struktur, ponieważ w obu przypadkach otrzymano 
struktury sferyczne, ale jednak o różnej powierzchni. W przypadku układu 
dwuskładnikowego L-Cys-L-Phe (Rys. 57(a)-(c)) otrzymane struktury mają bardzo 
regularną powierzchnię. W przypadku układu L-Cys-L-Phg (Rys. 57(d)-(f)) otrzymano 
również sferyczne struktury, jednak ich powierzchnie zbudowane są z nieregularnych 
płatków. Podczas badań prowadzonych nad samorzutną peptyzacją aminokwasów,  
a następnie organizacją powstałych peptydów w nano- oraz mikrostruktury peptydowe 
pokazano również, że cysteina determinuje nie tylko kształt otrzymanych struktur, ale 
również tempo ich powstawania. We wszystkich przechowywanych roztworach 
struktury takie były widoczne gołym okiem już po dwóch tygodniach.  
2.2.2. BADANIA ROZTWORU L-CYS-L-PHE TECHNIKĄ ACHIRALNEJ HPLC-ELSD  
I HPLC-DAD  
Roztwór L-Cys-L-Phe monitorowano z użyciem HPLC przez okres 49 h. Na 
Rys. 58 przedstawiono przykładowe chromatogramy, sporządzone dla roztworu 
dwuskładnikowego L-Cys-L-Phe. Chromatogram przedstawiony na Rys. 58 (a) został 
zarejestrowany po 0,50 h od sporządzenia roztworu pary aminokwasów, natomiast 
chromatogram pokazany na Rys. 58 (b) został zarejestrowany po 47.00 h 
monitorowania pary aminokwasów. 
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Rys. 58. Przykładowe chromatogramy, zarejestrowane techniką HPLC-ELSD dla pary 
aminokwasów L-Cys-L-Phe, rozpuszczonych w 70% wodnym roztworze metanolu;  
(a) 0,50 h analizy; (b) 47,00 h analizy [183] 
 
 Zarówno na Rys. 58 (a), jak i (b) widać, że warunki analizy zostały 
odpowiednio dobrane i oba piki aminokwasów są rozdzielone do linii podstawowej. Na 
obu otrzymanych chromatogramach oprócz pików odpowiadających aminokwasom 
widać pik należący do kwasu cysteinowego (Cys(O3H)). Kwas cysteinowy powstał  
w badanej próbce prawdopodobnie wskutek utlenienia cysteiny. Proces utlenienia 
cysteiny jest znanym procesem zachodzącym głównie w żywych organizmach, który  
z reguły doprowadza do wielu zmian patologicznych oraz jest jednym z elementów  
w procesie starzenia się organizmu [184]. Obecność kwasu cysteinowego w świeżo 
sporządzonym roztworze może świadczyć o tym, że do utlenienia cysteiny doszło zaraz 
po sporządzeniu roztworu, lub też, że pewna ilość  Cys(O3H) była od początku obecna 
w próbce cysteiny. Na Rys. 58 (a)-(b) pokazano, że z upływem czasu przechowywania 
roztworu dwuskładnikowego intensywność sygnału aminokwasów maleje. Na 
chromatogramie (Rys. 58 (a)) po upływie 0,50 h. przechowywania roztworu 
intensywność sygnału poszczególnych pików sięga następujących wartości 65,38 mV 
dla piku odpowiadającego Cys(O3H), 101,50 mV dla piku odpowiadającego Cys,  
141,42 mV dla piku odpowiadającego Phe. Po upływie 47,00 h. analizy intensywność 
pików aminokwasów spadła do następujących wartości: 32,20 mV dla  Cys(O3H),  
65,21 mV  dla Cys i 13,53 mV dla Phe. Spadek intensywności sygnałów pików 
chromatograficznych odpowiadających badanym aminokwasom jest spowodowany 
samorzutnym powstawaniem peptydów. Dodatkowo zarejestrowany został 
spektrochromatogram (Rys. 59 (a)-(b)) z użyciem detektora DAD dla próbki po 47,00 h 
przechowywania.  
 
113 
 
 
Rys. 59. Spektrochromatogram zarejestrowany z użyciem HPLC-DAD po 47,00 h 
przechowywania próbki; (a) wykres 2D; (b) wykres 3D [183] 
 
 Na Rys. 59 widać, że w badanym roztworze maksima absorpcji obserwuje się 
przy następujących długościach fal: 240, 263 i 288 nm. Zakres UV od 180 do 240 nm 
jest charakterystycznym regionem absorpcji grup amidowych (wiązań peptydowych), 
które wykazują w tym obszarze liczne nakładające się pasma absorpcji. Obszar 260 nm 
może natomiast wskazywać na utworzenie się w badanym roztworze mostków 
disulfidowych, a maksima absorpcji przy 280 nm są związane z obecnością grupy 
aromatycznej pochodzącej od Phe [185]. Otrzymany spektrochromatogram jest 
potwierdzeniem powstania wiązań peptydowych oraz mostków disulfidowych między 
badanymi aminokwasami.  
 Na Rys. 60 zeprezentowano zmiany wysokości pików chromatograficznych  
w czasie monitorowania przebiegu starzenia się próbki przez 49,00 h od momentu jej 
sporządzenia.    
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Rys. 60. Zmiany wysokości pików chromatograficznych L-Phe, L-Cys i Cys(O3H) 
zarejestrowane przy pomocy detektora ELSD dla roztworu L-Cys-L-Phe [183] 
 
Na wykresie przedstawione są zarówno zmiany wysokości pików badanych 
aminokwasów Cys i Phe, jak również produktu utlenienia cysteiny (Cys(O3H)) i widać, 
jak w sposób oscylacyjny zmieniają się wysokości poszczególnych pików, które są 
proporcjonalne do ze zmiany stężeń badanych związków. Otóż  po ok. 24 h stężenia 
zarówno Cys, Phe, jak i Cys(O3H) gwałtownie spadają, a następnie ich zmiany oscylują 
już na niższym poziomie. Spadek ten jest ściśle związany z powstaniem struktur 
peptydowych, które wytrąciły się z roztworu w postaci białych, kulistych struktur. 
Otrzymane struktury pokazano na Rys. 61.  
 
Rys. 61. Fiolki zawierające 70% wodno-metanolowy roztwór L-Cys-L-Phe:  
(a) próbka świeżo sporządzona; (b) próbka po 48 h przechowywania; (c) próbka po 
miesiącu przechowywania w temperaturze pokojowej [183] 
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Na Rys. 61 (a) - (c) widać, że zaraz po sporządzeniu roztworu pary 
aminokwasów L-Cys-L-Phe roztwór był klarowny i przezroczysty, a już po 48 h 
przechowywania w warunkach pokojowych powstały białe, kuliste struktury widoczne 
gołym okiem (Rys. 61 (b)), co zaowocowało spadkiem stężeń wyjściowych 
aminokwasów. Użycie techniki HPLC-ELSD umożliwiło rejestracje tego zjawiska. 
Dodatkowo został zarejestrowany spadek stężenia nie tylko badanych aminokwasów, 
ale również Cys(O3H) (Rys. 58 i Rys. 60), co może świadczyć o tym, że kwas 
cysteinowy również wchodzi w skład powstałych struktur peptydowych. Na Rys. 61 (c) 
znajduje się zdjęcie roztworu L-Cys-L-Phe przechowywanego przez 2 tygodnie i tutaj 
widać, że z czasem ilość struktur peptydowych znacząco wzrasta.  
Oprócz układu dwuskładnikowego L-Cys-L-Phe techniką HPLC analizowano  
w trybie ciągłym układy jednoskładnikowe L-Cys i L-Phe. Wykresy zmian wysokości 
pików chromatograficznych w funkcji czasu dla tych pojedynczych aminokwasów i dla 
mnieszaniny dwuskładnikowej pokazano na Rys. 62 (a)-(c).  
 
Rys. 62. Zmiany wysokości pików chromatograficznych zarejestrowane przy pomocy 
detektora ELSD dla roztworu: (a) L-Cys; (b) L-Phe; (c) L-Cys-L-Phe 
 
Na Rys. 62 pokazano, że zmiany stężenia Cys w układzie jednoskładnikowym 
(Rys. 62(a)) różnią się od zmian stężenia w układzie dwuskładnikowym (Rys. 62(c)). 
Również zmiany stężenia dla Phe w układzie jednoskładnikowym (Rys. 62(b)) 
(a)  (b) 
 
 
 
 
     (c) 
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całkowicie różnią się od zmian stężenia w układzie dwuskładnikowym (Rys. 62(c)). 
Warto również zwrócić uwagę na fakt, iż zmiany stężeń obu aminokwasów w układzie 
dwuskładnikowym (Rys. 62(c)) są w pełni zsynchronizowane.  
2.2.3. BADANIA ROZTWORU L-CYS-L-PHG TECHNIKĄ ACHIRALNEJ HPLC-ELSD  
Kolejno sprawdzono, jak zachowuje się Cys względem innego aminokwasu, 
bardzo podobnego strukturalnie do Phe. Na Rys. 63 (a) oraz (b) pokazano 
chromatogramy ilustrujące rozdział pary aminokwasów L-Cys-L-Phg. 
 
Rys. 63. Przykładowe chromatogramy, zarejestrowane techniką HPLC-ELSD dla pary 
aminokwasów L-Cys-L-Phg rozpuszczonych w 70% wodnym roztworze metanolu;  
(a) 1,72 h analizy; (b) 191,12 h analizy [183] 
 
 Na chromatogramie zarejestrowanym po upływie 1,72 h przechowywania 
roztworu (Rys. 63(a)) widzimy trzy piki, pochodzące od Cys(O3H), Cys i Phg, dobrze 
rozdzielone do linii podstawowej, przy czym pik odpowiadający kwasowi 
cysteinowemu charakteryzuje się niewielką intensywnością. Po upływie 191,12 h 
przechowywania roztworu widoczny jest tylko jeden pik. Czasy retencji dla Cys i Phg 
wynoszą odpowiednio tR=3,40 min i 4,29 min, natomiast czas retencji dla pojedynczego 
piku na Rys. 63(b) wynosi tR=4,19 min. Powstały pik prawdopodobnie pochodzi od 
produktu peptyzacji pary aminokwasów. Na Rys. 64 przedstawiono wykres zmian 
wysokości pików chromatograficznych w funkcji czasu dla odcinka czasowego 
równego 30 h.  
 
117 
 
 
Rys. 64. Zmiany wysokości pików chromatograficznych L-Cys, L-Phg i Cys(O3H), 
zarejestrowane przy pomocy detektora ELSD dla roztworu L-Cys-L-Phg [183] 
 
Na Rys. 64 pokazano, że Cys(O3H) osiąga swoje maksymalne stężenie zaraz po 
sporządzeniu roztworu, a w trakcie jego przechowywania intensywność piku maleje 
praktycznie do linii bazowej i utrzymuje się na niskim poziomie do końca analizy. 
Oscylacyjne zmiany stężeń zarejestrowane w tym samym czasie dla aminokwasów Cys  
i Phg charakteryzuje się zdecydowanie mniejszą amplitudą, niż w przypadku roztworu  
L-Cys-L-Phe (Rys. 62). Widać też na Rys. 64, że zmiany wysokości pików 
chromatograficznych Cys i Phg zachodzą w synchroniczny sposób, co najlepiej jest 
widoczne po 20 h monitorowania roztworu tej pary aminokwasów. Niestety w czasie  
30 h analizy nie udało się zaobserwować pojawienia się nowego piku na 
chromatogramie, a został on otrzymany pierwszy raz dopiero po 191,12 h 
przechowywania próbki (Rys. 63). Warto tutaj porównać dynamikę oscylacyjnych 
zmian dla obu par aminokwasów (L-Cys-L-Phe i L-Cys-L-Phg) i zauważyć, że  
w przypadku pierwszej pary zmiany stężeń aminokwasów są bardziej dynamiczne.   
Również w tym przypadku analizie zostały poddane układy jednoskładnikowe 
aminokwasów L-Cys i L-Phg. Na Rys. 65 (a)-(c) przestawiono odpowiednie wykresy 
dla układów jednoskładnikowych i dwuskładnikowych. 
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Rys. 65. Zmiany wysokości pików chromatograficznych zarejestrowane przy pomocy 
detektora ELSD dla roztworu: (a) L-Cys; (b) L-Phg; (c) L-Cys-L-Phg [186] 
 
W czasie 30 godzin przechowywania pojedynczych roztworów L-Cys i L-Phg  
oraz roztworu dwuskładnikowego L-Cys-L-Phg zaobserwowano nieliniowe zmiany 
wysokości pików chromatograficznych w funkcji czasu (Rys. 65 (a)-(c)). Również  
w tym przypadku zmiana wysokości odzwierciedla zmiany stężeń badanych 
aminokwasów. Na podstawie otrzymanych wykresów można stwierdzić, że amplituda 
oscylacyjnych zmian wysokości pików L-Cys jest większa w porównaniu z amplitudą 
L-Phg zarówno dla roztworów jednoskładnikowych, jak i dwuskładnikowego (Rys. 65 
(a) i (c)). Krzywa otrzymana dla Phg w jednoskładnikowym układzie (Rys. 65(b)) różni 
się od krzywej otrzymanej w dwuskładnikowym układzie (Rys. 65(c). Również kształty 
krzywej Cys w jednoskładnikowym układzie (Rys. 65(a)) i w układzie binarnym (Rys. 
65(c)) są różne. Dodatkowo w roztworze binarnym L-Cys-L-Phg już po 2,25 h 
przechowywania roztworu występuje zadowalająca synchronizacja zmian stężeń 
aminokwasów (Rys. 65 (c)), co świadczy o wzajemnej katalizie (katalizie krzyżowej).  
Na podstawie przedstawionych w rozdziale II. 5. 3. wyników można wyciągnąć 
wniosek, że zarówno para aminokwasów L-Cys-L-Phe, jak i L-Cys-L-Phg jest 
przykładem  modelu teoretycznego 4 [146]. Wniosek ten został wyciągnięty na 
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podstawie różnic między zachowaniem aminokwasów w układach jednoskładnikowych, 
gdzie nie wykazywały one podobieństwa oscylacyjnych zmian stężeń, a zachowaniem 
w układach dwuskładnikowych. Krzywe przedstawione na Rys. 62 (a) - (b)  i Rys. 65 
(a) - (b)  nie wskazują na dominację żadnego z aminokwasów. Jednakże L-Cys posiada 
3 atomy węgla w łańcuchu alifatycznym oraz oprócz grupy karboksylowej i aminowej 
w strukturze posiada również reaktywną grupę tiolową. Grupa ta jest odpowiedzialna za 
tworzenie mostków disulfidowych (jednego z czynników wpływającego na strukturę 
trzeciorzędową białka), natomiast L-Phe i L-Phg posiadają dodatkowo w swojej 
strukturze trwały chemicznie pierścień aromatyczny, powodujący zawadę steryczną, co 
może wpływać na gorszą dynamikę peptyzacji. 
 
2.2.4. BADANIA TECHNIKĄ MS ROZTWORU L-CYS-L-PHE I L-CYS-L-PHG 
Chcąc sprawdzić, czy w wyniku przechowywania badanych roztworów 
aminokwasów w sposób samorzutny tworzą się homo- i hetero peptydy, wykonano 
serię pomiarów z wykorzystaniem spektrometru mas. Na Rys. 66 (a)-(b) zostały 
zaprezentowane widma mas układów dwuskładnikowych badanych aminokwasów 
(Rys. 66 (a) Cys-Phe; Rys. 58(b) Cys-Phg) oraz tabele zawierające wartości m/z wraz  
z proponowanymi strukturami i odpowiadającymi im ilościami wiązań peptydowych  
i mostków disulfidowych.  
 
(a) 
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Rys. 66. Widma mas (zarejestrowane w trybie jonizacji ujemnej) i tabele  
z propozycjami struktur dla układów dwuskładnikowych (a) Cys-Phe; (b) Cys-Phg  
w 70% wodnym roztworze metanolu przechowywanych przez okres 6 tygodni w 
temperaturze pokojowej [183] 
Na przedstawionych widmach mas (Rys. 66 (a) i (b)) można zauważyć przede 
wszystkim, że para Cys-Phe peptyzuje szybciej, co przejawia się w postaci większej 
ilości peptydów na widmie, a ilość pików odpowiadających większym masom 
peptydowym jest największa. Para Cys-Phg posiada niewielką ilość peptydów  
o większych masach. Warto również tutaj zwrócić uwagę na widoczną dominację 
cysteiny we wszystkich badanych układach. W obu przypadkach można również 
dostrzec piki charakterystyczne dla kwasu cysteinowego (Cys(O3H)) (m/z równe 81,0 
oraz 168,0) oraz cystyny ((Cys)2) o m/z równym 274,8 oraz 276,7 dla jonu 
pseudomolekularnego cystyny z przyłączonym jonem 35Cl-  lub 37Cl, oraz samej 
cysteiny o m/z 155,9, również z przyłączonym jonem 35Cl-. Na przedstawionych 
widmach mas zauważyć można również liczne piki pochodzące od homopeptydów 
cysteiny,  jak np. pik o wartości m/z 339,8, odpowiadający strukturze [Cys13 – 4H]
4-
. 
Można jednak zauważyć także liczne piki heteropeptydów poszczególnych 
aminokwasów.  
Przeprowadzone badania z wykorzystaniem spektrometrii mas dodatkowo 
potwierdziły, iż w wyniku przechowywania roztworów aminokwasów białkowych 
tworzą się zarówno homo-, jak i heteropeptydy wyjściowych aminokwasów, a także, że 
to cysteina jest aminokwasem dominującym w obu badanych układach 
dwuskładnikowych. 
(b) 
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2.2.5. BADANIA TURBIDYMETRYCZNE 
 
Badania turbidymetryczne również w przypadku układów dwuskładnikowych 
odbywały się w trybie ciągłym. Celem analizy było sprawdzenie, czy w czasie 
przechowywania roztworów ich zmętnienie zmienia się w czasie. Zmiany zmętnień są 
powodowane powstawaniem struktur mikro- i nanopeptydowych. Dodatkowo 
porównanie zmian zmętnienia w czasie roztworu dwuskładnikowego L-Cys-L-Phe ze 
zmianami dla L-Cys-L-Phg umożliwia porównanie dynamiki obu tych zmian.  
Na Rys. 67 (a) i (b) zostały przedstawione zmiany zarejestrowane z użyciem 
turbidymetru.  
 
 
 
 
Rys. 67. Zmiany zmętnienia roztworów: (a) L-Cys-L-Phe; (b) L-Cys-L-Phg 
rozpuszczonych w 70% wodnym roztworze metanolu w funkcji czasu (pierwsze 49 h od 
momentu sporządzenia roztworu) 
(a)
(b) 
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Kształty otrzymanych krzywych (Rys. 67 (a) i (b)) różnią się od siebie, co 
świadczy o tym, że charakteryzuje je całkowicie inna dynamika zmętnienia, a co z tym 
idzie różnią się całkowicie inną dynamiką procesów kondensacji. Na Rys. 67 (a) zmiany 
zmętnień wahają się między 11-15 NTU. Natomiast w przypadku roztworu L-Cys- 
L-Phg (Rys. 67 (b)) zmiany zmętnienia zachodzą w całkiem innym przedziale:  
30,25-32,00 NTU. Zmiany zmętnienia oprócz tego, że zachodzą na różnych poziomach, 
to w przypadku roztworu L-Cys-L-Phe są to 4 jednostki NTU, a w przypadku roztworu  
L-Cys-L-Phg zmiany sięgają zaledwie 1,75 jednostek NTU. Dodatkowo w układzie 
jednoskładnikowym, takim, jak roztwór L-Cys (rozdział 1.2.4.), można było zauważyć, 
okołodobowe cykliczne zmiany zmętnienia, natomiast na Rys. 67 (a) i (b) w przeciągu 
dwóch dni analizy zmiany okołodobowe nie zostały zauważone. 
Dodatkowo zostały przeprowadzone 24-godzinne pomiary turbidymetryczny dla 
związków niebędących aminokwasami, w celu sprawdzenia, czy rejestrowane zmiany 
nie stanowią jedynie skoków aparaturowych. Na Rys. 68 przedstawiony jest wykres 
zmian zmętnienia, dla wody redestylowanej, metanolu o czystości HPLC, wodnego 
70% roztworu metanolu oraz kwasu octowego.  
 
Rys. 68. Wykres zmian zmętnienia zarejestrowanych w ciągu 24 godzin trwania analizy 
dla wody (H2O), metanolu (MeOH), 70% wodnego roztworu metanolu  
i kwasu octowego (CH3COO)  
 
Na Rys. 68 widać, że w przeciwieństwie do roztworów aminokwasów, zmiany 
zmętnienia dla rozpuszczalników są niewielkie, co świadczy, że zmiany zmętnienia  
w czasie przechowywania próbek są charakterystyczne jedynie dla roztworów 
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aminokwasów. Oprócz rozpuszczalników, które były stosowane do rozpuszczania 
aminokwasów analizie turbidymetrycznej został celowo podany kwas octowy, gdyż 
podobnie jak aminokwasy posiada grupę karboksylową. W przeciwieństwie do 
aminokwasów, kwas octowy nie wykazał zmian zmętnień w czasie.  
2.2.6. TEST BIURETOWY 
Odczynnik biuretowy został przygotowany zgodnie z opisem podanym  
w rozdziale IV. 3.8. Test biuretowy został przeprowadzony jako kolejna podstawowa 
technika potwierdzająca, że powstałe struktury nie są wynikiem krystalizacji 
aminokwasów, ale są to struktury peptydowe, które urosły do tak dużych rozmiarów, że 
zostały wytrącone z roztworu w postaci ciała stałego. Dlatego próba biuretowa została 
przeprowadzona nie dla całego roztworu, ale tylko na otrzymanych strukturach 
peptydowych, które zostały wyodrębnione z roztworu przez dekantację i wysuszone na 
szkiełku mikroskopowym. Zarówno struktury otrzymane w wyniku samorzutnych 
reakcji kondensacji, jak również te same struktury z naniesioną kroplą odczynnika 
biuretowego zostały przedstawione na Rys. 69 (a) - (b) oraz Rys. 70 (a) - (b).  
 
Rys. 69. Struktury peptydowe wyodrębnione z roztworu, powstałe w wyniku reakcji 
kondensacji L-Cys-L-Phe (a) próbka przed przeprowadzeniem reakcji biuretowej; (b) 
próbka z kroplą odczynnika biuretowego [183] 
 
Rys. 70. Struktury peptydowe, wyodrębnione z roztworu, powstałe w wyniku reakcji 
kondensacji L-Cys-L-Phg (a) próbka przed przeprowadzeniem reakcji biuretowej;  
(b) próbka z kroplą odczynnika biuretowego  
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Na Rys. 69 (b) i 70 (b) pokazano, że został otrzymany pozytywny wynik testu 
biuretowego. Pozytywny wynik polega na intensywnym fioletowym kolorze, 
skupiającym się wokół stałych struktur peptydowych. Wynik ten jest kolejnym 
potwierdzeniem, że w wytrąconych strukturach obecne są wiązania peptydowe.  
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VI. WNIOSKI 
Na podstawie przeprowadzonych badań, wchodzących w skład rozprawy 
doktorskiej, wyciągnięto następujące wnioski:        
1) Analiza przeprowadzona techniką TLC oraz polarymetrią udowodniła zajście 
samorzutnej inwersji chiralnej wybranych aminokwasów w roztworach 
abiotycznych. Dodatkowo wykazana w toku analizy obecność frakcji 
peptydowych potwierdziła, że proces samorzutnej inwersji chiralnej zachodzi 
równolegle z procesem samorzutnej kondensacji. Frakcje peptydowe na płytkach 
chromatograficznych były analizowane techniką TLC-MS.  
2)  Analiza techniką HPLC wykazała oscylacyjny charakter zachodzących procesów 
peptyzacji w układach abiotycznych. Badania te wykazały niestabilność 
cząsteczkową aminokwasów, powodującą powstawanie homo-  i heteropeptydów. 
Powstanie struktur peptydowych zostało potwierdzone technikami HPLC-MS  
i LC-MS.  
3) Wykresy ilustrujące zmianę wysokości maksimów pasm chromatograficznych 
aminokwasów w funkcji czasu pozwoliły udowodnić, że dynamika procesów 
kondensacji zależy od budowy aminokwasu. Co więcej, w układach 
dwuskładnikowych aminokwasy ulegają oscylacyjnym zmianom wykazując 
całkowicie inną amplitudę zmian stężeń w czasie przechowywania w roztworach, 
niż w roztworach jednoskładnikowych.  
4) Badania przeprowadzone z użyciem techniki SEM wykazały, że aminokwasy  
w toku procesów kondensacji organizują się w charakterystyczne dla siebie 
struktury nano- i mikropeptydowe (zależne od rodzaju użytego aminokwasu). 
Zaobserwowane zjawisko samorzutnej organizacji struktur peptydowych bez 
zastosowania katalizatorów ani ekstremalnych warunków syntezy może  
w przyszłości znaleźć zastosowanie w medycynie. Ponadto potwierdzono 
pozytywnym wynikiem próby biuretowej, że powstałe struktury posiadają 
wiązania peptydowe.  
5) Otrzymane dla roztworów aminokwasów mikrografie wykazały, że kształt 
otrzymanych struktur zależy od budowy aminokwasów. Co więcej, aminokwasy 
takie, jak np. Cys, są w stanie zdeterminować kształt otrzymanych struktur  
w układach dwuskładnikowych.  
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6) Zastosowanie techniki turbidymetrycznej wykazało, że niektóre L-aminokwasy 
wykazują dobowy okres oscylacyjny, przy czym odpowiednie D-aminokwasy  
i DL-aminokwasy nie prezentują takiej tendencji.  
7) We współpracy z prof. Irvingiem R. Epsteinem (Brandeis University, Waltham, 
Massachusetts, USA) został opracowany teoretyczny model samorzutnej 
kondensacji aminokwasów białkowych.  
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Investigation of Spontaneous Chiral Conversion and Oscillatory
Peptidization of L-Methionine by Means of TLC and HPLC
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From our earlier studies, it comes out that proteinogenic amino acids undergo spontaneous oscillatory chiral conversion and condensation.
An understanding of these phenomena is crucial in view of the fact that amino acids are the building blocks of proteins and peptides
present in all living organisms. Moreover, amino acids play an increasingly important role as components of drugs, dietary
supplements, and cosmetics. In this study, we trace spontaneous oscillatory reactions of L-methionine (L-Met) with use of thin-layer
chromatography with densitometric and mass spectrometric detection, and high-performance liquid chromatography with evaporative
light scattering detection. Additional measurements were carried out with use of scanning electron microscopy. The results obtained
confirm that L-Met spontaneously undergoes chiral conversion and peptidization. As an outcome of these two processes, peptides are
formed of considerably different chemical structures, able to self-organize in nano- and microstructures under the mild ambient
conditions without any catalysts.
Keywords: HPLC-ELSD, L-methionine (L-Met), nonlinear peptidization, self-assembled peptide nanostructures, spontaneous chiral
conversion, TLC-MS
Introduction
The oscillatory enantiomerization was for the first time reported
for several propionic acid derivatives, stored for longer periods
of time in 70% aqueous ethanol.[1] Later, an analogous evidence
of spontaneous chiral conversion obtained with use of HPLC-
DAD was provided. We managed to demonstrate that the
oscillatory chiral conversion is a general property which charac-
terizes the low molecular weight carboxylic acids from the
groups of profen drugs, amino acids, and hydroxyl acids,[2,3]
when dissolved in aqueous or non-aqueous solvents and stored
for certain periods of time in solution. Chiral conversion of such
compounds can occur according to the two different pathways.
In aqueous solutions, the general scheme[4] adapted to the case
of L-Met can be represented as found in Scheme 1.
In anhydrous media and in the presence of trace amounts of
water, the probable mechanism of chiral conversion is[5] shown
in Scheme 2.
Investigations of amino acids show that the processes of
oscillatory chiral conversion and oscillatory peptidization occur
simultaneously. In papers,[6,7] we presented the results of spon-
taneous oscillatory condensation for the three binary amino acid
systems (L-Pro-L-Hyp, L-Pro-L-Phe, and L-Hyp-L-Phe),
dissolved in aqueous organic solvents. The process of chiral
conversion and peptidization of amino acids running in
parallel[8] and adapted to the case of L-Met can be illustrated
as shown in Scheme 3.
In this study, we focus our attention on spontaneous
processes of chiral conversion and peptidization running in
aqueous acetonitrile solutions of L-Met. We chose this amino
acid due to its important functions in human body. L-Met is a
donor of methyl groups in the metabolic processes of methyl
group transfer, it plays an important role in synthesis of choline
and lecithin, promotes normalization of lipid metabolism and
hepatic steatosis, and has an anti-atherosclerotic activity.
Furthermore, L-Met plays an important role in the activities of
adrenal gland, in particular in synthesis of adrenaline, and also
in the processes of inactivation of catecholamines, thereby
regulating the catecholamine balance. An existence of a close
relationship has also been proved between L-Met, folate
transformations, and vitamins B6 and B12.[9] Moreover, inves-
tigation of spontaneous peptidization of L-Met is important
because self-assembled amino acid structures appear very
promising for the application in such fields, as biosensing, elec-
tronics, diagnostics, drug delivery, tissue repair, and clean-room
fabrication processes.[10]
Experimental
Reagents
In our experiment, we used L-Met of analytical purity (for its
chemical structure see Figure 1), purchased from Reanal
(Budapest, Hungary). Methanol, acetonitrile (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), and 2-propanol (Merck, Darmstadt,
Germany) were of HPLC purity. Pyridine, 2-butanol
Address correspondence to: Teresa Kowalska: Institute of Chemis-
try, University of Silesia, 9 Szkolna Street, 40-006 Katowice,
Poland. E-mail: teresa.kowalska@us.edu.pl
Color versions of one or more of the figures in the article can
be found online at www.tandfonline.com/ljlc.
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(Sigma-Aldrich), ninhydrin, zinc (II) nitrate, and glacial acetic
acid (PHH POCh, Gliwice, Poland) were also of analytical
purity. Water was de-ionized and double distilled in our labora-
tory by means of the Elix Advantage model Millipore System.
Thin-Layer Chromatography (TLC)
Thin-layer chromatographic experiments were performed on
the commercial 20 cm 20 cm microcrystalline cellulose plates
(Merck; cat. no. 1.05716). Concentration of L-Met in 70%
aqueous acetonitrile was 1mgmL1 (i.e., 6.70 103molL1).
The L-Met solution in aqueous acetonitrile was used for the micro-
scopic measurements as well. The 2-butanol–pyridine–glacial
acetic acid–water (30:20:6:24, v/v) mixture was used as mobile
phase. Samples were spotwise applied to the plates in the 5µL
aliquots, 1.5 cm apart and 1 cm above the lower edge of the plate.
The chromatograms were developed to the distance of 7 cm, and
the development time was ca. 2 hr. After the development, the
plates were dried and the chromatograms were visualized by spray-
ing the plates with the 0.5% ninhydrin solution in 2-propanol, fol-
lowed by heating for 5min at 110°C. Two different experiments
were carried out, Experiment 1 and Experiment 2.
Scheme 3.
Scheme 1.
Scheme 2.
Fig 1. Molecular structure of L-Met.
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In Experiment 1, the stock L-Met solution was first prepared.
From this fresh stock L-Met solution, 1mL was withdrawn and
spiked with an addition of zinc (II) nitrate (the molar ratio of
amino acid to zinc nitrate was equal to 2:1, as recommended
for the most efficient chelating effect with the transition metal
cation (e.g., in Ref. [11]), and the remaining lot was stored
for ageing. From this 1mL fresh solution spiked with zinc (II)
nitrate, the 5 µL aliquot was spotwise applied to the chromato-
graphic plate. After the 1 hr long storage of the Met stock sol-
ution again, 1mL was withdrawn, spiked with an addition of
zinc (II) nitrate, and from this sample the 5 µL aliquot was spot-
wise applied to the chromatographic plate. This procedure in the
1 hr intervals was carried out for 5 hr. At the end, the chromato-
graphic plate with the Met samples deposited in it after 0, 1, 2,
3, 4, and 5 hr storage period was developed.
In Experiment 2, chromatographic plates were activated by
heating for 30min at 110°C prior to applying the amino acid
samples. Just before the chromatographic analysis, zinc (II)
nitrate was added to the two Met samples, i.e., the freshL-Met
solution and the Met solution after 5 months ageing (again,
the molar ratio of amino acid to zinc (II) nitrate was 2:1).
The visualized chromatograms were densitometrically
scanned with use of a Desaga (Heidelberg, Germany) model
CD 60 densitometer equipped with the Windows-compatible
ProQuant software. Concentration profiles of the development
lanes were recorded in the reflectance mode, at the carefully
selected wavelength k¼ 610 nm. The obtained results were
additionally recorded with a digital camera. All thin-layer chro-
matographic experiments were performed in triplicate.
Thin-Layer Chromatography-Mass Spectrometry
(TLC-MS)
The TLC-MS analyses were performed for the chromatograms
obtained in the analogous way as those earlier described for
Experiment 2, yet without using ninhydrin as a visualizing
agent. In this experiment, we employed a TLC-MS interface
(Camag, Muttenz, Switzerland), which enabled direct elution
of individual chromatographic bands from the plate to the
LC-MS system. Elution of the target spots was carried out with
acetonitrile. The employed LC-MS System Varian (Varian, Palo
Alto, CA, USA) was equipped with the Varian ProStar model
pump, the Varian 100-MS mass spectrometer, and the Varian
MS Workstation v. 6.9.1 software for data acquisition and pro-
cessing. This system operated under the following working con-
ditions: As mobile phase, acetonitrile at the flow rate of 0.20mL
min1 was used. Mass spectrometric detection was carried out
in the ESI mode (extended ESI-MS scan from m/z 100 to
3500, positive ionization, spray chamber temperature 50°C, dry-
ing gas temperature 350°C, drying gas pressure 25 psi, capillary
voltage 50V, needle voltage 5 kV).
High-Performance Liquid Chromatography with
Evaporative Light Scattering Detection (HPLC-ELSD)
Monitoring of spontaneous nonlinear peptidization dynamics
of L-Met was performed with use of the achiral HPLC-ELSD.
The L-Met solution was prepared in water at the concentration
equal to 1mgmL1 (i.e., 6.70 103mol L1). The analysis
of freshly prepared amino acid solution was carried out
using the Varian model 920 liquid chromatograph equipped
with the Varian 900-LC model autosampler, the gradient
pump, the Varian Pro Star 510 model column oven, the Varian
380-LC model ELSD detector, the ThermoQuest Hypersil C18
(150mm 4.6mm i.d.; 5 µm particle size) column, and the
Galaxie software for data acquisition and processing. The
analyses were carried out for the 3 μL sample aliquots, using
methanol–water (20:80, v/v) as mobile phase at the flow rate
of 0.8mL min1 in the isocratic mode. Column was thermo-
statted at 35°C. The analysis of the L-Met sample was carried
out in the 10min intervals for the period of 85 hr.
Scanning Electron Microscopy (SEM)
Series of micrographs of the L-Met condensation product
(microstructures) obtained from the fresh amino acid solution
and that after 5 months ageing were recorded with use of the
Jeol JSM-7600 F model scanning electron microscope, SEM
(Jeol Ltd., Tokyo, Japan). These micrographs were recorded
from the L-Met solution in 70% aqueous acetonitrile evaporated
to dryness.
Results and Discussion
Thin-Layer Chromatography
Experiment 1
Usage of chromatographic plates pre-coated with microcrystal-
line cellulose as a native chiral adsorbent and zinc (II) nitrate
as a complexation agent facilitated enantioseparation of D-Met
from L-Met. Molar proportion of amino acid to zinc (II) nitrate
equal to 2:1 provided the best enantioseparation performance, as
established in the trial-and-error approach and suggested in the
literature.[11]
In order to monitor the rate of chiral conversion and
peptidization, an experiment was performed, described in the
“Experimental” section. First, the fresh L-Met sample was
prepared and then the 1mL aliquots have been collected from it
in the 1 hr intervals for 5 hr, and immediately mixed with the zinc
(II) nitrate solution, as zinc cation is known for its ability to
“freeze” amino acid's configuration and consequently, to prevent
further chiral conversion.[12] In that way, six samples at different
stages of chiral conversion were spotted on to one and the same
chromatographic plate and then the chromatogram was developed.
The chromatogram was visualized with ninhydrin and densi-
tometrically scanned. In Figures 2a–2f, six chromatographic
lanes and the corresponding densitograms are shown. Figure
2a represents the chromatographic lane and the densitogram
for the freshly prepared L-Met sample, whereas Figures 2b–2f
represent respective lanes and densitograms for the Met samples
after from 1 to 5 hr ageing period. On the chromatograms shown
in Figures 2a–2f, the intense purple spot (no. 2) corresponds
with monomeric L-Met, a less intense purple spot (no. 1)
corresponds with monomeric D-Met, and the yellow spot (no.
3) represents peptide fraction. An advantage of using ninhydrin
as a visualizing reagent is that it allows differentiating between
1166 A. Maciejowska et al.
D
ow
nl
oa
de
d 
by
 [U
niw
ers
yte
t S
las
ki 
W
 K
ato
wi
ca
ch
], 
[T
ere
sa
 K
ow
als
ka
] a
t 0
6:3
2 0
8 M
ay
 20
15
 
purple spots of monomeric amino acids and yellow spot of
peptide fraction.
The intense purple spot no. 2 (RF¼ 0.54 0.02) originating
from monomeric L-Met, characterizes with practically equal
signal intensity in each densitogram. Presence of yellow
spot no. 3 on all chromatograms (RF¼ 0.92 0.02) witnesses
to considerable L-Met peptidization rate, although this spot
becomes more distinct after 5 hr sample ageing only. Presence
of the less purple spot no. 1 originating from D-Met (RF¼ 0.30
 0.02) in the freshly prepared L-Met sample witnesses to the
high rate of chiral conversion, yet its intensity drop in the course
of the sample storage period is the most characteristic feature of
Experiment 1. This intensity is dropping from 70.56 mAV for
peak 1 in the freshly prepared sample to 55.89 mAV after 2 hr
storage period, to 44.48 mAV after 4 hr storage period, and to
8.62 mAV after 5 hr storage period. Relatively short (5 hr) stor-
age period of the Met sample and relatively long (1 hr) sampling
intervals did not allow perceiving an oscillatory pattern of the
amino acid chiral conversion. However, reappearance of the
D-Met signal after 5 months sample ageing (discussed in the
forthcoming subsection) serves as an indicator of an oscillatory
nature of chiral conversion.
Experiment 2
In order to demonstrate a nonlinear nature of chiral conversion
in a long-term ageing course, the freshly prepared L-Met sample
and that after 5 months storage period were mixed with the zinc
(II) nitrate solution in molar proportions of 2:1, and then spotted
on to the chromatographic plate. Upon the development, the
chromatograms were visualized with ninhydrin and densitome-
trically scanned. The results obtained for the freshly prepared
L-Met sample and for that after 5 months storage period are
presented in Figures 3a and 3b, respectively. Again, the chroma-
tographic spots nos. 1–3 were detected in both chromatograms,
with the intense purple spot no. 2 originating from monomeric
L-Met, the less intense purple spot no. 1 originating from
monomeric D-Met, and the yellow spot no. 3 originating
from peptide fraction. Spots in the chromatogram and the
corresponding concentration profiles in the densitogram were
indicated pair-wise with red ovals.
Signal of the intense purple spot no. 2 originating from
monomeric L-Met is the highest and it does not considerably
change in the course of the 5 months storage period. Signal of
less intense purple peak no. 1 (originating from monomeric
D-Met) is very low (10.42 mAV) with freshly prepared L-Met
sample, yet after the storage period of 5 months, it grows to
85.67 mAV. In Experiment 1, we have seen a decrease of
intensity of peak 1 in the course of the initial 5 hr monitoring
the process of ageing, and now we observe an intensity growth
in the course of 5 months ageing. A comparison of the results
originating from Experiment 1 and 2 and valid for peak 1
indirectly points out to a nonlinear pattern of chiral conversion
of Met. Yellow spot no. 3 in Figure 3b valid for the peptide
fraction after 5 months sample ageing is more intense than spot
no. 3 in Figure 3a, valid for the freshly prepared L-Met solution.
This is direct proof that the process of sample ageing results in
gradual accumulation of peptides.
Thin-Layer Chromatography-Mass Spectrometry
Additional evidence on the reactions spontaneously occurring in
the course of the L-Met ageing was obtained with use of TLC-
MS. The analyses were carried out for the chromatograms
obtained according to the procedure assumed in Experiment 2
and the results are presented in Figures 4 and 5. Figures 4a–4c
show the mass spectra recorded for spots no. 1–3 from
the chromatogram of the freshly prepared L-Met sample, and
Figures 5a–5c show the analogous mass spectra recorded from
Fig 3. Chromatographic lanes and densitograms for the L-Met
solution with an addition of Zn (II) nitrate (molar ratio of L-Met
to zinc (II) nitrate, 2:1). (a) Freshly prepared L-Met solution; (b)
Met solution after 5 months ageing; 1:D-Met; 2:L-Met; 3: peptide
fraction.
Fig 2. Chromatographic lanes and densitograms of the L-Met
solution with an addition of Zn (II) nitrate (molar ratio ofL-Met
to zinc (II) nitrate, 2:1). (a) Freshly prepared L-Met solution, and
Met solution after (b) 1 hr ageing, (c) 2 hr ageing, (d) 3 hr ageing,
(e) 4 hr ageing, and (f) 5 hr ageing.
Investigation of Spontaneous Chiral Conversion and Oscillatory Peptidization 1167
D
ow
nl
oa
de
d 
by
 [U
niw
ers
yte
t S
las
ki 
W
 K
ato
wi
ca
ch
], 
[T
ere
sa
 K
ow
als
ka
] a
t 0
6:3
2 0
8 M
ay
 20
15
 
the chromatogram of the L-Met sample after 5 months ageing.
Differences between mass spectra presented in Figures 4 and
5 are evident in spite of an earlier recognized fact that mass
spectra recorded directly from the thin-layer chromatograms
tend to contain considerable amounts of the noise signals
which obscure the signal pattern,[13] which can be the case
in this study also. However, let us focus now on the message
contained in Figures 4 and 5.
In Figure 4a, the chromatogram and mass spectrum recorded
from the freshly prepared sample and valid for the intense pur-
ple spot of L-Met is given, and the predominant signal in this
spectrum appears at m/z 301, which can possibly be attributed
to [Met9þ 4H]
4þ. However, peak of monomeric Met at m/z
144 can also be seen, with a loss of 6 Da, due to fragmentation.
Last not least, more peaks originating from peptides are present
in this spectrum, although their intensities are quite low. In
Figure 4b, the chromatogram and mass spectrum valid for the
yellow spot of peptide fraction is given. Again, signal at m/z
301 is predominant, yet other signals originating from the
peptides are also intense (e.g., those at m/z 2225 and 2927,
which can be attributed to [Met17þNa  (CO þH2O)]
þ and
[Met22þNa]
þ, respectively). The intense peptide signals
recorded from the freshly prepared sample witness to an
efficient and rapid peptidization process. Data shown in Figure
4c refer to the less intense purple spot valid for monomeric
D-Met, resulting from chiral conversion of L-Met. Due to rather
low conversion yields, signal intensities are also low, yet the
mass spectral pattern valid for this spot fully resembles that
recorded for monomeric L-Met (Figure 4a).
Figure 5 shows the chromatograms and mass spectra valid
for the aged Met sample and in this case, increased yields of
peptides can be seen in each chromatographic spot. Appar-
ently, peptides are not sufficiently enough separated from the
purple monomeric L- and D-Met fractions, as confirmed by
the photographs taken from the back side of chromatographic
plates (Figure 6). From this transparent (glass!) back side of
the plate, in the center of each purple spot “yellow eye” can
be seen, representing peptides (which remain invisible from
the adsorbent side). In Figure 5a, valid for the intense purple
spot of L-Met, the predominant signal at m/z 144 represents
Fig 4. Thin-layer chromatograms, signals of chromatographic spots marked with red oval and directly eluted from the chromatographic
plate, and the respective mass spectra recorded for the freshly prepared Met solution; (a) L-Met, (b) peptide fraction, and (c) D-Met.
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monomeric Met. However, higher signals at, e.g., m/z 2051
and 3389 are also present, which can be attributed to [Met78
þ 5H]5þ and [Met129þ 5H]
5þ, respectively. In fact, molecular
weights of these two peptides are equal to 10,252 and 16,944
Da, respectively, which explains their low mobility in the
employed thin-layer chromatographic system, sticking to the
monomeric fractions, and formation of “yellow eyes.” In
Figure 5b, chromatogram and mass spectrum are given for
the yellow spot of the peptide fraction. This mass spectrum
confirms considerable progress of peptidization in the course
of the 5 months sample ageing (as compared with the mass
spectrum for the corresponding yellow spot originating from
the freshly prepared sample; see Figure 4b). In Figure 5c, valid
for the less intense purple spot of D-Met, considerable intensity
growth of the predominant peak representing D-Met is
observed. This result confirms an efficient chiral conversion
of L-Met in the course of the 5 months ageing and corresponds
well with the thin-layer chromatographic results summarized
in Figure 3.
High-Performance Liquid Chromatography with
Evaporative Light Scattering Detection
The experiment carried out with use of the achiral HPLC-ELSD
additionally confirmed that L-Met undergoes spontaneous
structural transformations in a nonlinear fashion. In Figure 7,
four chromatograms are given, randomly selected from ca.
500 chromatograms registered in the 10min intervals for the
period of 85 hr to monitor sample ageing. In Figures 7a and
7d, single peak of Met can be seen (its retention time, tR¼ 4.46
min), registered for the freshly prepared sample and for that
after 80.17 hr ageing period, respectively. In Figures 7b and
7c, the peak of Met is accompanied by those originating from
predominant peptidization products. After 11.83 hr sample
Fig 5. Thin-layer chromatograms, signals of chromatographic spots marked with red oval and directly eluted from the chromatographic
plate, and the respective mass spectra recorded for the aged Met solution; (a) L-Met, (b) peptide fraction, and (c) D-Met.
Fig 6. Photograph of two chromatographic spots of the aged L-Met
sample (spot no. 2 in Figure 3b) with clearly visible “yellow eye,”
taken from the back (glass) side of chromatographic plate.
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ageing, peak no. 1 valid for the predominant peptidization pro-
duct elutes faster than Met (Figure 7b), and after 52.77 hr sam-
ple ageing, peak no. 2 of another peptidization product appears,
which elutes slower than Met (Figure 7c). Temporary appear-
ance and disappearance of peptidization products alone suffices
to prove that structural transformation of L-Met follows a non-
linear pattern. Moreover, the heights of chromatographic peak
valid for monomeric Met are plotted against time to give time
Fig 8. Time series of chromatographic peak heights for Met
dissolved in water (time range 25–85 hr).
Fig 7. Selected snapshots showing chromatograms of Met
and the main peptidization products 1 and 2, registered with ELSD,
after the different sample storage periods; (a) 0.00 hr; (b) 11.83 hr;
(c) 52.77 hr; (d) 80.77 hr.
Fig 9. Scanning electron micrographs of the Met from the solution residue evaporated to dryness (A): (a) and (b): from the fresh sample,
magnification of (a) X100; (b) X850; (B): (a) and (c): from the age sample, magnification of (a) X3000; (b) X3300; (c) X13000. Size bars
make insets in each individual picture.
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series of the peak heights (Figure 8). As chromatographic peak
heights are directly proportional to the concentrations and the
plot is strongly nonlinear, a conclusion can be drawn that the
time changes of the Met concentration are oscillatory in nature.
On molecular level, these oscillatory changes are due to spon-
taneous formation (lowering of the peak height) and hydrolytic
decay (growth of the peak height) of the Met-derived peptides.
What cannot be observed in achiral HPLC, is an additional
chiral conversion and hence, stepwise transformation of L-Met
to a scalemic L=D mixture.
Scanning Electron Microscopy
Fresh L-Met solution and that after 5 months ageing were
analyzed with use of the SEM. Samples of both solutions were
deposited on the brass knobs, then evaporated to dryness, and
finally the micrographs were registered (Figures 9A and 9B).
In Figures 9A(a) and 9A(b), the micrographs valid for the fresh
L-Met are given. They show the flat band-like structures, which
can well represent the monomeric L-Met crystals. In Figures 9B
(a)–9B(c), the results valid for the aged L-Met solution are
given. It can be noticed that in the aged sample, along with
the flat band-like structures, the flat disc-like structures appear
as well (absent from the micrographs of the fresh sample). It
can be assumed that these flat disc-like structures originate from
peptides formed in the course of the 5 months’ ageing process.
Once we consider the molecular structure of L-Met (Figure 1),
which contains two functional groups (–COOH and –NH2) per
one L-Met molecule, one can expect the flat peptide structures.
Moreover, an information contained in the literature on a
tendency of the L-Met-derived oligomers toward circular
forms[13–15] can act in support of our assumption as to the
peptide nature of the flat disc-like structures observed on the
micrographs shown in Figures 9B(a)–9B(c).
Conclusions
. Application of TLC enables demonstration of spontaneous
peptidization and spontaneous chiral conversion of L-Met.
. Chelating of the transition metal cations (e.g., Zn(II)) with
the Met ligands facilitates enantioseparation of the L- and
D-Met species on the cellulose adsorbent.
. With use of TLC-MS, difference in the m/z values of the con-
stituents of individual chromatographic bands is shown and
moreover, the presence of the Met-derived peptides in the
aged Met solution is demonstrated.
. With use of HPLC-ELSD, an oscillatory nature of struc-
tural transformation (i.e., peptidization) with Met is
demonstrated.
. Application of SEM additionally confirms the presence of the
Met derived homopeptides in the aged Met solution, attribu-
ting the flat disc-like form to them.
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This is our new study in a series of publications devoted to explora-
tion of applicability of high-performance liquid chromatography
(HPLC) to providing answers to difficult questions from the area of
the reaction kinetics and mechanisms with non-linear reactions.
Although an excellent analytical performance of HPLC is an indisput-
able fact, so far its performance as a tool in the kinetic and mecha-
nistic studies has been tested to a lesser extent. In our earlier studies,
spontaneous peptidization dynamics of amino acids in solution was
demonstrated by means of HPLC upon a few amino acid examples,
and on that basis a theoretical model has been developed, anticipat-
ing an interdependence of dynamics on chemical structures of amino
acids involved. In order to expand the spectrum of experimentally in-
vestigated amino acid cases, in this study we present the results valid
for three novel amino acids of significant life sciences importance,
which differ in terms of peptidization dynamics. Experimental evidence
originates from the achiral HPLC with the evaporative light scattering
detection and MS detection. A conclusion is drawn that different spon-
taneous peptidization dynamics of amino acids may significantly influ-
ence chemical composition of proteins encountered in living
organisms. Hence, a need emerges for systematic physicochemical
studies on spontaneous non-linear peptidization dynamics of proteino-
genic amino acids in liquid abiotic (but also in the biotic) systems.
Introduction
In the paper (1), spontaneous oscillatory chiral conversion was,
for the first time, reported for several propionic acid derivatives,
stored for longer periods of time in 70% aqueous ethanol, based
on the results originating from TLC (and other instrumental
techniques) (2). Later, an analogous evidence of spontaneous
chiral conversion obtained with the use of high-performance
liquid chromatography with diode-array detection (HPLC-
DAD) was presented. We managed to demonstrate that the
oscillatory chiral conversion is a general property, which char-
acterizes the low-molecular-weight carboxylic acids from the
groups of profen drugs (1), amino acids (3) and hydroxyl
acids (4), when dissolved in aqueous or non-aqueous solvents
and stored for certain periods of time in solution. Chiral conver-
sion of such compounds can occur according to the two differ-
ent pathways. In aqueous solutions, the general scheme can be
represented as (5)
where X: –R (aliphatic) and Y: –NH2, –OH or –Ar (aromatic).
In anhydrous media and in the presence of trace amounts of
water, the probable mechanism of chiral conversion is (6)
From our earlier investigations, it came out that the oscillatory
chiral conversion of the low-molecular-weight carboxylic acids
occurs in parallel with the oscillatory condensation, which most
probably has thermodynamic justification (2). In papers (7, 8), we
presented the results of spontaneous oscillatory condensation for
the three binary amino acid systems (L-Pro-L-Hyp, L-Pro–L-Phe
and L-Hyp–L-Phe), dissolved in aqueous organic solvents. The
parallel processes of chiral conversion and peptidization of
amino acids can be illustrated by the following scheme (9):
In the paper (7), a theoretical model of spontaneous non-linear
peptidization in the binary amino acid systems was developed,
particularly focused on heteropeptide formation. This model as-
sumes four different cases, and namely (i) the case, when two
amino acids cannot form heteropeptides and even in a binary sol-
ution, they spontaneously produce homopeptides only; (ii) the
case, when two amino acids of different non-linear peptidization
dynamics can form heteropeptides, and dynamics of faster pep-
tidizing amino acid governs an overall dynamics; (iii) the case,
when two amino acids of different non-linear peptidization
dynamics can form heteropeptides, and dynamics of slower pep-
tidizing amino acid governs an overall dynamics and (iv) the case,
when two amino acids of different non-linear peptidization dy-
namics can form heteropeptides according to cooperative mech-
anism, where none of the two species governs the process
dynamics.
So far, spontaneous non-linear peptidization dynamics has
been demonstrated on a set of four amino acids only, i.e., Phg,
Phe, Pro and Hyp (2, 7, 8), so the goal of this study is to investigate
spontaneous non-linear peptidization dynamics with three novel
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amino acids, i.e., methionine (Met), histidine (His) and serine
(Ser). Met is one of the two sulfur-containing proteinogenic
amino acids only and acts as an intermediate in biosynthesis of
different phospholipids (10, 11). His and Ser are also proteino-
genic amino acids; the former one acts as a precursor of hista-
mine (12, 13), and the latter one participates in biosynthesis of
purines and pyrimidines (14) and plays an important role in a cat-
alytic function of many enzymes (15).
Experimental
Reagents
In this experiment, we used three amino acids (i.e., L-Met, L-His
and L-Ser) of analytical purity, purchased from Reanal. Methanol
was of HPLC purity (Sigma-Aldrich), and water was de-ionized
and double distilled in our laboratory by means of the Elix
Advantage model Millipore System. Solutions of the investigated
amino acids were prepared in water at the concentration equal
to 1 mg mL21 (i.e., 6.70  1023 mol L21 for L-Met, 6.55 
1023 mol L21 for L-His and 9.52  1023 mol L21 for L-Ser).
HPLC with evaporative light scattering detection
Monitoring of spontaneous non-linear peptidization dynamics of
the investigated amino acids in water was performed with use of
the achiral HPLC. The analyses of freshly prepared amino acid so-
lutions were carried out using the Varian model 920 liquid chro-
matograph equipped with the Varian 900-LC model autosampler,
the gradient pump, the Varian Pro Star 510 model column oven,
the Varian 380-LC model evaporative light scattering detection
(ELSD) detector, the ThermoQuest Hypersil C18 (5 mm particle
size) column and the Galaxie software for data acquisition and
processing. The analyses were carried out for the 3-mL aliquots
of each investigated amino acid solution, using methanol–water
(20:80, v/v) as mobile phase at the flow rate of 0.8 mL min21 in
the isocratic mode. The column was thermostated at 358C. The
analyses for L-Met and L-Ser were carried out in the 10-min inter-
vals for 18 and 20 h, respectively, while the analyses of L-His were
carried out in the 15-min intervals for 10 h.
HPLC with mass spectrometric detection
To prove the presence of the peptides in the investigated amino
acid solutions, the HPLC–MS analyses were performed for the
freshly prepared amino acid samples and for those after 70.20 h
(Met), 52.50 h (His) and 245.40 h (Ser) storage period.
The HPLC system described in the preceding section was ad-
ditionally equipped with the Varian 100-MS mass spectrometric
detector and the Varian MS Workstation v. 6.9.1 software for data
acquisition and processing. Mass spectrometric detection was
carried out in the ESI mode (ESI-MS scan, positive ionization,
spray chamber temperature 508C, drying gas temperature
3508C, drying gas pressure 25 psi, capillary voltage 50 V, needle
voltage 5 kV).
Freshly prepared and aged Met, His and Ser samples were ana-
lyzed in the integrated HPLC–ELSD–MS system, equipped with
the two detectors. Additionally, freshly prepared and aged His
samples in the 20-mL aliquots were analyzed in the LC-MS mode,
due to this amino acid’s high peptidization rates and a tendency of
the resulting peptides to deposit on the chromatographic column.
To this effect, the His samples were introduced through the guard
column directly to the MS detector. Otherwise, the assumed
working parameters of mass spectrometer were the same as
those earlier described.
All experiments discussed in this study were performed at
least in duplicate, in order to confirm the trends with the
amino acid concentration changes and the respective mass spec-
trometric patterns (as in the case of spontaneous, i.e., uncon-
trolled, and non-linear processes, it is virtually impossible to
commence measurements each time in an identical moment
and obtain quantitatively identical results).
Results
HPLC–ELSD of Met, His and Ser
Chemical structures of Met, His and Ser are shown in Figure 1. Met
is the –S–CH3 group containing amino acid, His contains an imid-
azole ring in its structure and Ser is an –OH group containing
amino acid. All three are a-amino acids, which can formally be
viewed as the n-propionic acid derivatives, substituted on C2
and C3 atoms. As they differ in structural terms, this feature should
be reflected in differentiated dynamics of their peptidization also,
and this study is focused on a comparison of this dynamics.
In order to demonstrate the oscillatory nature of peptidization,
samples of the aqueous L-Met, L-His and L-Ser solutions were an-
alyzed for the longer periods of time (Met and Ser in the 10-min
intervals, and L-His in the 15-min intervals). In Figures 2a–i, we
show nine chromatograms valid for Met, recorded in different
time intervals. A display of these nine insets is meant to
Figure 1. Selected chemical structures of Met, His and Ser.
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demonstrate a spectacular (because irregular) appearance and
disappearance of three Met-derived peptidization products, de-
noted as peak 1 (tR ¼ 2.37 min), peak 2 (tR ¼ 6.11 min) and
peak 3 (tR ¼ 7.80 min). In Figure 2a, we can see a single peak
of Met (tR ¼ 4.46 min), valid for the freshly prepared solution.
In Figure 2b (recorded after 10.40 h sample aging), an additional
and eluting slower than Met peak 2 appears. Approximately 1 h
later, another and eluting faster than Met peak appears, denoted
as peptidization product 1. Occasionally, peptidization products
1 and 2 can be seen simultaneously (as in Figure 2e, recorded
after 30.57 h sample aging). After 78.57 h the Met sample
aging, peptidization product denoted as peak 3 appears, with
the retention time even longer than peak 2 (Figure 2h). It
needs adding that each of the three peaks denoted as peptidiza-
tion products most probably represents more than one peptide
type, due to the short time of a single analytical run (10 min),
which makes complete peptide separation virtually impossible.
In that way, we had to compromise separation in order to gain
a quasi-kinetic insight in the dynamic changes of the peak
originating from Met. The chromatograms recorded for His
and Ser with the aid of the ELSD detector (and for the sake of
conciseness, not presented in this study) reflect an analogous
tendency with the appearing and disappearing respective pep-
tidization products.
In Figures 3a–c, we show the time series of the chromato-
graphic peak heights for Met, His and Ser, recorded with the
ELSD detector. These changes of the peak height represent
changing amino acid concentrations in the course of aging.
Figure 3a illustrates these changes with Met in the period of
18 h. In the course of the initial ca. 2.5 h, one can see the oscil-
latory concentration drop, due to peptidization. For the next ca.
5.5 h, the Met concentration grows in an oscillatory manner,
which represents an oscillatory tendency of the peptides to par-
tially dissociate. Starting from the eighth hour of aging, the non-
linear drop of the Met concentration is again observed, which re-
flects a new shift toward oscillatory peptidization.
In Figure 3b, the time series of the chromatographic peak
heights for His in the course of 10 h aging is presented. First,
very rapid oscillatory concentration drop is observed for ca.
2.5 h. For the rest of the time, the His concentration oscillates
within a rather stable value range, which is considerably lower
than the initial His concentration. This relative stability is most
probably due to clogging the column packing with the higher
His-derived peptides. Thus, the packing became coated with
the higher peptides and performed like an adsorption column,
with most active sites on its surface occupied. One can add
that at the end of the experiment, it needed real effort to rinse
the chromatographic system (the sensitive ELSD detector
Figure 2. Selected snapshots showing chromatograms of Met (tR ¼ 4.46 min) and the main peptidization products 1 (tR ¼ 2.37 min) 2 (tR ¼ 6.11 min) and 3 (tR ¼ 7.80 min),
registered with ELSD, after the different sample storage periods; (a) 0.00 h; (b) 10.40 h; (c) 11.83 h; (d) 27.77 h; (e) 30.57 h; (f ) 40.37 h; (g) 52.77 h; (h) 78.57 h and (i) 80.77 h.
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included), which lasted ca. 1 week and was only possible with
the use of methanol, acetonitrile and water in different volume
proportions.
In Figure 3c, the time series of the chromatographic peak
heights valid for Ser in the course of 20 h aging is presented. A
non-linear trend of the respective concentration changes is
also evident, although unlike in the former two cases, one cannot
point out to any distinct phase in this non-linear pattern. A note-
worthy feature is that (unlike with the two other amino acids) in
the first half an hour or so, concentration of Ser grows, which
might suggest that its commercial form contains certain amount
of peptides, which dissociate upon the initial contact with the
solvent.
Due to the purposely fixed short sampling intervals (in order
to gain a quasi-kinetic insight in the peptidization dynamics), the
displacement mechanism showing competition between the
monomeric amino acid and the resulting peptides is reflected
in certain fluctuations of the retention times (tR) for the mono-
meric species. With Met and Ser, these fluctuations were almost
negligible (in the range of 4.16–4.77 min and 3.74–4.10 min, re-
spectively). With the rapidly peptidizing His, this fluctuation was
higher and the retention time of the His monomer appeared in
the range from 6.26 to 8.22 min.
HPLC–MS of Met, His and Ser
Coupling of HPLC with a mass spectrometric detector allowed a
deeper insight into the chemical nature of the sample aging
products. Mass spectra recorded for the freshly prepared samples
and for those after certain storage period are shown in Figure 4.
In Figures 4a and b, the chromatograms and mass spectra valid
for Met after 5.00 and 70.20 h aging period are given. Apart from
a rather insignificant difference of the retention time (equal to
4.59 and 4.29 min, respectively, for the fresh and the aged sam-
ple), changes of the mass spectra due to the sample aging are
evident. In the first mass spectrum, the molecular ion of Met at
m/z ¼ 150.25 ([Met þ H]þ) predominates. Moreover, the frag-
mentation peaks characteristic of Met can also be seen at
m/z ¼ 131.97 and 102.76, which correspond with the following
structures: [Met(–NH3)]
þ and [Met(–CO þ H2O)]
þ, respectively
(16). In the fresh sample, signals originating from the peptides
can also be seen, but their intensities equal to the mere 7.5%
of molecular ion. In the case of the aged Met sample, the mass
spectrum assumes a considerably different pattern. The signal
of the molecular ion can hardly be seen and its intensity equals
to 0.32 kCounts, yet the signals originating from the spontane-
ously peptidized species are galore. The most intense signals ap-
pear at m/z ¼ 326.21, 686.11 and 817.96, and they correspond
Figure 3. Time series of chromatographic peak heights from amino acids dissolved in water, registered with the ELSD detector for (a) L-Met (time range 0–18 h); (b) L-His (time
range 0–10 h) and (c) L-Ser (1) (time range 0–20 h).
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with the following structures: [Met9 þ 4H]
4þ, [Met5 þ H-(mass
loss of 22)]þ and [Met22 þ 4H]
4þ.
In Figures 4c and d), the chromatograms andmass spectra valid
for His after 4.00 and 52.50 h storage period are given. In this
case, mass spectra recorded in the HPLC–MS system only insig-
nificantly differ. The most characteristic symptoms of aging are
an intensity drop of the His molecular ion (m/z ¼ 155.21), its
fragmentation ion at m/z ¼ 108.73 ([His(2CO þ H2O)]
þ) (16)
and its pseudomolecular ion at m/z ¼ 177.32 ([His þ Na]þ).
Several more intense peaks originating from the peptides also
appear in the course of aging, yet an overall difference between
the two mass spectral patterns is almost insignificant, when
compared with analogous results obtained for the remaining
two amino acids. Based on what was stated in the preceding sec-
tion on the tendency of His to coat the column packing with pep-
tides, it can be concluded that these peptides largely get stuck on
the column and do not appear in the effluent. Therefore, addi-
tional analyses were carried out with use of the LC–MS system
equipped with a short guard column only, to avoid arresting of
the high molecular weight peptides on the column. Respective
results are going to be presented in the forthcoming section.
The third investigated amino acid was Ser and in Figures 4e
and f, respective chromatograms and mass spectra valid for
the freshly prepared sample and for that after 245.40 h aging
Figure 4. HPLC–MS chromatograms and respective mass spectra recorded from (a) L-Met after 0.20 h; (b) L-Met after 70.20 h; (c) L-His after 4.00 h; (d) L-His after 52.50 h; (e)
L-Ser after 0.20 h and (f ) L-Ser after 245.40 h.
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period are given. When two chromatograms are compared, in
the aged sample an additional peak can be seen, attributed to
the reaction products. At a first glance, there is no spectacular
difference between the mass spectra of the fresh and the aged
sample. After a closer look, however, a considerable intensity
drop of the molecular ion of Ser (m/z ¼ 104.80) can be
noticed, which from 323.32 Counts for the fresh sample
drops to 123.12 Counts in the course of 245 h aging. In the
mass spectrum of the aged Ser sample, the predominant peak
appears at m/z ¼ 351.26, which corresponds with the Ser
Figure 4. Continued
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tetrapeptide minus one water molecule split off through the
fragmentation of one Ser molecule, [Ser4(2H2O) þ H]
þ (16).
Last but not least, an overall intensity increase of the mass
spectrometric signals in the aged Ser sample is observed, due
to accumulation of considerable peptide amounts at the
expense of monomeric Ser.
LC–MS of His
In order to avoid depositing of the His-derived peptides on the
chromatographic column (as it was the case with the HPLC–
ELSD and HPLC–MS system), the LC–MS system equipped
with the short guard column was additionally employed. The ob-
tained mass spectra are given in Figures 5a and b.
Figure 4. Continued
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In Figure 5a, the chromatogram and the mass spectrum regis-
tered immediately after dissolution of His in water (i.e., after
0.00 h storage period) are given. In this spectrum, the predomi-
nant molecular signal of His atm/z ¼ 155.21 ([His]þ) and yet an-
other signal at m/z ¼ 177.32, also representing the monomeric
His with an attached sodium ion ((His þ Na)þ) can be seen.
Signals with the higher m/z values ( e.g., 979.05 and 2350.03,
attributed to the [His7 þ H]
þ and [His17 þ H]
þ ions, respective-
ly), can also be seen. However, the intensities of the signals orig-
inating from the peptides are negligible, when compared with
that of the molecular ion at m/z ¼ 155.21.
In Figure 5b, we show the chromatogram and the mass spec-
trum valid for the His sample after 1031.50 h storage period. In
this spectrum, an intense signal derived from monomeric His (at
Figure 5. LC–MS chromatograms and respective mass spectra recorded from (a) L-His after 0.00 h and (b) 1031.50 h.
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m/z ¼ 155.31) can be seen, but the other signals in this spectrum
originating from peptides atm/z ¼ 1412.15, 2008.19 and 2898.02
([His10 þ Na]
þ, [His15-(imidazole ring)]
þ and [His21]
þ) character-
ize with the intensities comparable with that of the molecular ion.
Mass spectra presented in this section confirm our earlier
hypothesis as to deposition of the higher molecular weight pep-
tides on column packing in the HPLC–MS system. In the mass
spectra originating from the LC–MS system, signals with the
m/z values up to 3,500 units can be perceived. It cannot be ex-
cluded that even higher peptides are present in the aged His sam-
ple, which cannot however be registered due to technical
limitations of our LC–MS setup.
Discussion
The main objective of this study consists in further exploration of
applicability of the HPLC technique to tracing the reaction kinet-
ics and mechanisms with the non-linear chemical processes of
spontaneous chiral conversion and peptidization, involving se-
lected amino acids and running in colorless solutions. Although
an excellent performance of HPLC is a long-established and indis-
putable fact, so far it has attracted lesser attention as a robust and
occasionally unique tool in the kinetic and mechanistic studies.
The results presented in this study add to the experimental
evidence on the ability of amino acids to undergo spontaneous
and oscillatory peptidization in an abiotic aqueous system.
Differences in chemical structure of the investigated compounds
are reflected in the dynamics of their peptidization. No doubt,
the fastest peptidizing amino acid was His, to the point of rapidly
depositing higher peptides on the column packing and practical-
ly disabling the chromatographic process. This is evidently due
to the presence of two amino groups per one His molecule,
the first-order amino group in the a position of the aliphatic skel-
eton and the second-order amino group in the imidazole ring.
Thus, His can easily be involved in the two peptide (–CO–
NH–) bonds per one amino acid molecule and hence, in the for-
mation of the 3D condensation products. Ser is also equipped
with two functionalities, i.e., the –NH2 and –OH group, thus
being able to form two bonds per one amino acid molecule,
i.e., the peptide and the ester bond, and to form the 3D conden-
sation products. This ability is reflected in the respective pattern
of the time series of the chromatographic peak heights (see
Figure 3c), which shows an oscillatory yet systematic concentra-
tion drop with monomeric Ser. Met is equipped with one func-
tionality other than the carboxylic group, i.e., with the –NH2
group, thus being able to form linear (2D) peptides only. This
statistically lower ability of Met (as compared with His and Ser)
to spontaneously peptidize is reflected in the respective pattern
of the time series of the chromatographic peak heights valid for
Met (see Figure 3a). After an initial drop of the Met concentra-
tion and formation of certain amounts of peptides, a well-
pronounced and lasting for several hours trend is observed of
the oscillatory peptide dissociation, unlike with two other
amino acids. Only then Met begins to again peptidize.
In our view, spontaneous structural instability of peptides, es-
pecially in abiotic systems, should attract more interest than it
has done so far, especially from the side of physical chemists, bio-
chemists peptide researchers, etc. Instability of peptides in biotic
environments is a well-known fact and even so to say taken for
granted, when provoked, e.g., by an enzymatic or bacterial action.
On the other hand, peptides in abiotic systems tend to be viewed
as rather stable entities and this stability is largely awaited from
the side of bionanotechnologists, who expect to develop peptide
nano- and microstructures into the scaffolds in tissue engineer-
ing, applicable in regenerative medicine, use them in easily
controlled drug delivery systems, etc. An interesting overview
on this subject matter is provided in (17). From our long-term in-
volvement in non-linear chemistry in general, and in spontaneous
oscillatory chiral conversion and condensation of the low-
molecular-weight carboxylic acids in particular, it comes out
that all such compounds (amino acids included) characterize
with an inherent instability in abiotic systems, the property
which first has to be in-depth explored, and only then exploited
to the advantage of broadly understood life sciences.
Conclusion
This study contributes to the amino acid and peptide knowledge
with the HPLC and MS patterns demonstrating different and mo-
lecular structure-related dynamics of spontaneous non-linear
peptidization in the abiotic systems of Met, His and Ser, three
proteinogenic amino acids playing vital roles in metabolic pat-
terns of living organisms. Experimental evidence presented in
this study provides partial justification of an earlier developed
theoretical model of co-peptidization in the binary amino acid
systems, which anticipates differentiated peptidization dynamics
of different species as the heteropeptide building blocks.
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Summary
Spontaneous oscillatory chiral conversion and condensation of 
low-molecular-weight chiral carboxylic acids have been investi-
gated by our research group for almost 10 years now. However, 
dynamics of these oscillatory processes substantially differ from 
one compound to another, moreover, spontaneous chiral conver-
sion and condensation of sulfur-containing amino acids have not 
been investigated so far. To this effect, we present in this paper the 
results of our current investigations on spontaneous oscillatory 
chiral conversion and condensation of l-cysteine (l-Cys), a biologi-
cally important sulfur-containing semiessential amino acid. In our 
thin-layer chromatographic experiments, we employ the Mn(II) 
and Zn(II) cations to facilitate the enantioseparation of l-Cys from 
the spontaneously formed d-Cys, to prevent chiral conversion of the 
L form, and to highlight rapid consumption of Cys in the course of 
condensation. Spontaneous peptidization of Cys is conirmed with 
use of thin-layer chromatography–mass spectrometry (TLC–MS). 
Additionally, we emphasize the oscillatory nature of the investigat-
ed process with use of high-performance liquid chromatography–
evaporative light scattering detection (HPLC–ELSD) and provide 
a complementary insight in the chemical structure of the sponta-
neously formed Cys-derived oligopeptides with use of HPLC–MS.
1 Introduction
In our studies carried out in the course of the last decade, much 
attention has been paid to spontaneous oscillatory processes 
of chiral conversion and condensation, which occur with the 
low-molecular-weight chiral carboxylic acids, when dissolved 
both in aqueous and nonaqueous solvents. In paper [1], the phe-
nomenon of spontaneous oscillatory chiral conversion (revealed 
by use of thin-layer chromatography (TLC)–densitometry) was 
for the irst time reported for several propionic acid derivatives 
as the test analytes, stored for longer periods of time in 70% 
aqueous ethanol. In paper [2], an analogous evidence of spon-
A. Godziek, A. Maciejowska, M. Sajewicz, and T. Kowalska, Institute of Chem-
istry, University of Silesia, 9 Szkolna Street, 40-006 Katowice, Poland; and 
E. Talik, Department of Physics of Crystals, Institute of Physics, University of 
Silesia, 4 Uniwersytecka Street, 40-007 Katowice, Poland.
E-mail: teresa.kowalska@us.edu.pl
taneous chiral conversion was presented, this time obtained 
with use of high-performance liquid chromatography (HPLC)–
diode-array detection (DAD). Later, we demonstrated that the 
oscillatory chiral conversion occurs with low molecular weight 
carboxylic acids from the groups of amino acids [3] and hydrox-
yl acids [4]. Chiral conversion of such compounds can occur 
according to the two different pathways. In aqueous solutions, 
the general scheme can be represented as [4]:
where X: –R (aliphatic) and Y: –NH2, –OH, or –Ar (aromatic).
In anhydrous media and in the presence of trace amounts of wa-
ter, the probable mechanism of chiral conversion is [6]:
From our earlier investigations, it came out that the oscillatory 
chiral conversion of the low molecular weight carboxylic acids 
occurs in parallel with the oscillatory condensation, which most 
probably has thermodynamic justiication [2]. In papers [7, 8], we 
presented the results of spontaneous oscillatory condensation for 
the three binary amino acid systems (l-Pro-l-Hyp, l-Pro-l-Phe, 
and l-Hyp-l-Phe), dissolved in aqueous organic solvents. The par-
allel processes of chiral conversion and peptidization of low-mo-
lecular-weight carboxylic acids can be illustrated by the following 
scheme, adapted to l-cysteine (l-Cys) dissolved in the aqueous 
organic medium, which is going to be discussed in this study [9]:
Thin-Layer Chromatographic Investigation of L-Cysteine  
in Solution
Agnieszka Godziek, Anna Maciejowska, Ewa Talik, Mieczys∞aw Sajewicz, and Teresa Kowalska*
Key Words
Cysteine
Spontaneous chiral inversion
Spontaneous condensation
Thin-layer chromatography–mass spectrometry
High-performance liquid chromatography–evaporative light scattering detection
High-performance liquid chromatography–mass spectrometry
Journal of Planar Chromatography 28 (2015) 2, 144–151 DOI: 10.1556/JPC.28.2015.2.10
0933-4173/$ 20.00 © Akadémiai Kiadó, Budapest
TLC Investigation of L-Cysteine in Solution
Journal of Planar Chromatography 28 (2015) 2  145
An ability of low-molecular-weight carboxylic acids to undergo 
chiral conversion poses a serious question mark on a possibili-
ty of the enantioseparation thereof and, hence, on quantiication 
of the enantiomer ratio, which appears an unstable magnitude 
luctuating in the function of time. Due to the parallel process 
of condensation, a tendency is observed of a gradual dropdown 
of the monomer concentration in ageing solutions. Due to these 
two simultaneously running processes, chromatographic anal-
ysis of the nonderivatized amino acids becomes a challenging 
task indeed.
Unlike HPLC, where all separated species end up in an efluent 
tank, TLC is a handy option which allows unconventional mod-
iications of stationary phases and an in situ preservation of the 
separated species for further examinations. Therefore, TLC is 
very well suited for studying impact of storage time on amino 
acids in solution, which bears an obvious importance from the 
life sciences perspective.
In this study, we focused our attention on l-Cys as an import-
ant sulfur-containing semi-essential amino acid, which can be 
biosynthesized in humans, and yet, due to its relatively low 
content in food, it is also used as a food additive (denoted as 
E920). l-Cys is an important building block of proteins that are 
used throughout the body, and it can physiologically be trans-
formed to glutathione (a powerful antioxidant [10]), or taurine 
(essential for cardiovascular function, development and func-
tion of skeletal muscles, the retina, and the central nervous 
system [11]).
The main aim of this study was to employ TLC–densitome-
try and TLC–MS in order to demonstrate an ability of l-Cys 
to undergo chiral conversion and condensation, when dis-
solved in an aqueous organic solvent. Conirmation of the 
TLC results was obtained with aid of high-performance liquid 
chromatography with evaporative light scattering and mass 
spectrometric detection (i.e., HPLC–ELSD and HPLC–MS, 
respectively).
2 Experimental
2.1 Reagents
l-Cys and dl-Cys (both as hydrochlorides) of analytical purity 
grade were purchased from Reanal (Budapest, Hungary). Man-
ganese(II) acetate, pyridine, 2-butanol (Sigma-Aldrich, St Louis, 
MO, USA), ninhydrin, zinc(II) nitrate, and glacial acetic acid 
(PPH POCh, Gliwice, Poland) were also of the analytical purity 
grade. Methanol, acetonitrile (Sigma-Aldrich), and 2-propanol 
(Roth, Karlsruhe, Germany) were of the HPLC purity grade. 
Water was deionized and double distilled in our laboratory by 
means of the Elix Advantage model Millipore system (Milli-
pore, Molsheim, France).
2.2 Scanning Electron Microscopy (SEM)
Series of micrographs of the l-Cys microspheric condensation 
products obtained after 2 weeks of the amino acid solution age-
ing were recorded by use of the Jeol JSM-7600F model scanning 
electron microscope, SEM (Jeol, Japan). These microspheres 
were recorded from the l-Cys solution in 70% aqueous acetoni-
trile evaporated to dryness.
2.3 Thin-Layer Chromatography (TLC)
Two thin-layer chromatographic experiments were performed 
on the commercial 20 cm × 20 cm microcrystalline cellulose 
plates (Merck; cat. No. 1.05716). For densitometric scanning of 
the chromatograms (performed in the relectance mode), con-
centration of l-Cys and dl-Cys in 70% aqueous acetonitrile was 
0.7 mg mL−1 (i.e., 5.77 × 10−3 mol L−1).
In experiment 1, 2-butanol–pyridine–glacial acetic acid–water 
(30:20:6:24, v/v) was used as the mobile phase. Plates were 
activated by heating for 30 min at 110°C prior to applying the 
amino acid samples. Just before the chromatographic analysis, 
an equimolar amount of manganese(II) acetate was added to the 
fresh l-Cys solution, fresh dl-Cys solution, and the l-Cys solu-
tion after 60 days ageing, and then, the samples were spotwise 
applied to the plates in the 5 µL aliquots, 1.5 cm apart, and 1 cm 
above the lower edge of the plate. The chromatograms were de-
veloped to the distance of 7 cm, and the development time was 
ca. 3 h. After the development, the plates were dried and the 
chromatograms were visualized by spraying the plates with the 
0.5% ninhydrin solution in 2-propanol, followed by heating for 
5 min at 110°C.
In experiment 2, irst, the stock l-Cys solution was prepared. 
From this fresh stock l-Cys solution, 1 mL was withdrawn and 
spiked with an equimolar amount of zinc(II) nitrate, and the re-
maining lot was stored for ageing. From this 1 mL fresh solution 
spiked with zinc(II) nitrate, the 5 µL aliquot was spotwise ap-
plied to the chromatographic plate. After the 1-h long storage of 
the Cys stock solution again, 1 mL was withdrawn, spiked with 
an equimolar amount of zinc(II) nitrate, and from this sample, 
the 5 µL aliquot was spotwise applied to the chromatographic 
plate. This procedure in the 1-h intervals was carried out for 5 h. 
At the end, the chromatographic plate with the Cys samples after 
0, 1, 2, 3, 4, and 5 h storage period was developed. Stationary 
and mobile phase and all other working conditions (except for 
activation of the plates, which was not done in experiment 2) 
were the same as in experiment 1.
The visualized chromatograms were densitometrically scanned 
by use of a Desaga (Heidelberg, Germany) model CD 60 den-
sitometer equipped with the Windows-compatible ProQuant 
software. Concentration proiles of the development lanes were 
recorded in the relectance mode, at the carefully selected wave-
length λ = 485 nm. The obtained results were also recorded with 
a digital camera. All thin-layer chromatographic experiments 
were performed in triplicate.
2.4 Thin-Layer Chromatography–Mass Spectrometry  
(TLC–MS)
The TLC–MS experiments were performed for the chromato-
grams obtained in the analogous way, as those earlier described 
in Section 2.3 for experiment 1, yet without using ninhydrin as 
a visualizing agent. In fact, we focused our attention on one spot 
with the highest retardation factor (R
f
 = 0.60 ± 0.02), which ap-
peared yellow upon visualization and was attributed to the least 
retarded peptide fraction. In this experiment, we employed a 
TLC–MS interface (CAMAG, Muttenz, Switzerland), which 
enabled direct elution of individual chromatographic bands 
from the plate to the LC–MS system. Elution of the target (“yel-
low”) spots was carried out with 50% aqueous methanol. The 
employed LC–MS System Varian (Varian, Palo Alto, CA, USA) 
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was equipped with the Varian ProStar model pump, the Vari-
an 100-MS mass spectrometer, and the Varian MS Workstation 
v. 6.9.1 software for data acquisition and processing. This sys-
tem operated under the following working conditions: the mo-
bile phase was methanol–water (50:50, v/v) at the low rate of 
0.20 mL min−1. Mass spectrometric detection was carried out in 
the ESI mode (extended ESI–MS scan from m/z 100 to 3500, 
positive ionization; spray chamber temperature, 50°C; drying 
gas temperature, 350°C; drying gas pressure, 25 psi; capillary 
voltage, 50 V; needle voltage, 5 kV).
2.5 High-Performance Liquid Chromatography  
with Evaporative Light Scattering Detection (HPLC–ELSD)
The process of ageing of the fresh prepared l-Cys solution was 
monitored by use of HPLC–ELSD. Concentration of l-Cys was 
0.7 mg mL−1 (5.77 × 10−3 mol L−1). The chromatograms were 
recorded by use of the Varian model 920 liquid chromatograph 
(Varian, Harbor City, CA, USA) equipped with the Varian 900-
LC model autosampler, the gradient pump, the Varian model 
330 DAD detector, the Varian 380-LC model ELSD detector, 
the ThermoQuest Hypersil C18 column (5 µm particle size col-
umn), and the Galaxie software for data acquisition and process-
ing. The analyses of the investigated Cys solution were carried 
out for the 10-μL sample aliquots in the 10-minute intervals for 
the period of 75 h. Methanol–water (20:80, v/v) in the isocrat-
ic mode at the low rate 0.8 mL min−1 was used as the mobile 
phase. The column was thermostated at 35°C in the Varian Pro 
Star 510 model column oven.
2.6 High-Performance Liquid Chromatography  
with Mass Spectrometric Detection (HPLC–MS)
The high-performance liquid chromatographic system described 
in Section 2.5 was additionally equipped with the Varian 100-
MS mass spectrometric detector. The detection was carried out 
under the same working conditions as those described in Section 
2.4. By use of mass spectrometric detector, mass spectra were 
systematically collected for the l-Cys samples analyzed by the 
HPLC–ELSD system. In this study, we present two mass spec-
tra, one performed for the fresh prepared l-Cys sample, and the 
other one for that after a 4-day storage period.
3 Results and Discussion
The main goal of this study was to check if l-Cys (which is a 
proteinogenic amino acid) can undergo spontaneous oscillatory 
chiral conversion and peptidization. Its choice was due to the 
important physiological functions of l-Cys in living organisms. 
For example, it is present in creatine and appears inevitable for 
the synthesis of collagen, thus, positively affecting structure and 
appearance of hair, skin, and nails. Detoxiicating and antioxi-
dant properties of l-Cys protect liver and brain from damages 
caused, e.g., by alcohol. Moreover, it can easily bond heavy met-
als and, hence, facilitate removal thereof from living organisms.
Cys molecule is equipped with three functionalities (–NH2, 
–COOH, and –SH), which enable bonding other molecules in 
the three different planes (see Figure 1a) and, consequently, 
facilitate formation of the three-dimensional polycondensate 
structures. Moreover, in the cysteine condensation products, two 
types of covalent bonds can appear, i.e., the peptide and the di-
sulide bonds. In Figure 1b, two simplest cysteine condensation 
products are shown, i.e., cysteine dipeptide and cysteine dimer 
coupled through the disulide bond.
 
Figure 1
(a) Molecular structure of L-Cys with marked three functionalities 
able to participate in spontaneous 3D condensation process; 
(b) structures of the Cys dimers coupled through the peptide 
(–CO–NH–) and disulide (–S–S–) bond.
(a)
(b)
3.1 Scanning Electron Microscopy (SEM)
In order to check if l-Cys can undergo spontaneous condensa-
tion process, its solution was prepared in aqueous acetonitrile and 
stored for a few weeks in a stoppered volumetric lask at room 
temperature (21 ± 1°C). After less than 14 days storage only, the 
white spherical microstructures appeared in that lask, perceptible 
with a naked eye (see Figure 2a). In order to get a better insight in 
 
Figure 2
Spontaneous condensation of L-Cys; (a) suspension of Cys-
derived oligomers in volumetric lask; (b) (i)–(vi) SEM micrographs 
of the Cys microstructures from the solution residue evaporated 
to dryness; magniication of (i) ×90, (ii) ×500, (iii) ×500, (iv) ×3700, 
(v) ×3700, and (vi) ×4000. Size bars make insets in each individual 
picture.
(b)
(a)
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these spherical microstructures, their micrographs were recorded 
by use of a scanning electron microscope (SEM). To this effect, 
the Cys solution droplet was transferred from the volumetric lask 
to a brass test knob and left to evaporate to dryness. In Figure 2b, 
the micrographs of the Cys-derived microstructures are shown 
and their spherical shape is most probably due to the aforemen-
tioned three Cys functionalities, which promote the 3D shape of 
the respective condensation products. These spherical microstruc-
tures are fully analogous to those shown in the SEM micrographs 
in ref. [12] and the rapidity of their formation to the stage when 
they become visible witnesses to a high formation rate thereof.
3.2 Thin-Layer Chromatography (TLC)
3.2.1 Experiment 1
In experiment 1, we intended to demonstrate spontaneous chi-
ral inversion of l-Cys to the D species and in order to facilitate 
the enantioseparation of the two isomers (L and D), we used 
the microcrystalline cellulose precoated chromatographic plates 
(to beneit from natural chirality of native cellulose). As the in-
vestigated samples, we used aqueous acetonitrile solutions of 
the fresh prepared l-Cys, Cys after 60 days aging, and the fresh 
prepared dl-Cys. In order to enhance the enantioseparation of 
the L and D species, prior to the chromatographic analysis, each 
of these three samples was spiked with an equimolar amount of 
manganese(II) acetate. As l-Cys and d-Cys both act as ligands 
able to chelate the Mn(II) cation and yet the complexation con-
stants for these two chelate types (involving L and D form) has 
to be different, an addition of the Mn(II) salt was meant to en-
hance the enantioseparation effect, primarily exerted by cellu-
lose. Additionally, we intended to use the complexation effect 
to stop chiral inversion of Cys in the samples just prior to chro-
matographic analysis and, in that way, to “freeze” the L/D ratio 
in the investigated samples. This goal can be obtained through 
the chelation, as reported elsewhere [12, 13].
The obtained chromatograms were visualized with the 0.5% 
ninhydrin solution in 2-propanol and then densitometrically 
scanned. The results obtained are presented in Figure 3, in the 
form of densitograms and photographs, respectively. In quali-
tative terms, all three chromatograms look similar, yet from a 
comparison of the chromatograms of l-Cys and dl-Cys, it was 
easily deduced that the blue spots represent monomeric Cys, 
and the brown and yellow spots hold for the condensates. In all 
densitograms shown in Figures 3(1a–c), the predominant peak 
originates from the condensates fraction and it is present both 
in the chromatograms of the fresh samples (Figures 3(1a and 
b)), and in that of the aged one (Figure 3(1c). This predominant 
peak witnesses to very high condensation rates of Cys and also 
to possible contamination of the commercial l-Cys sample with 
the Cys-derived oligopeptides.
In the range of the monomeric cysteine (the blue spots, marked 
on the densitograms, and the chromatograms with the red cir-
cle and red arrow), differences between the fresh and the aged 
Cys sample are considerable. These differences are particularly 
well perceptible, when focusing on the enlarged densitograms of 
the blue spots. Densitogram of the monomeric peak registered 
from the fresh prepared l-Cys sample shows a single concentra-
tion proile (Figure 3(3a)). The densitogram registered from the 
aged Cys sample shows two partially separated bands (Figure 
3(3b)), which resemble those registered from the freshly pre-
Figure 3
Densitograms and chromatograms of L-Cys solution with equimolar addition of Mn(II) acetate. (a) Fresh prepared L-Cys solution; (b) Cys 
solution after 60 days ageing; (c) fresh prepared DL-Cys solution. 1: Densitometric scans of the whole chromatograms (a)–(c); 2: photographs 
of the whole chromatograms (a)–(c); 3: enlarged densitometric scans of the Cys bands (a)–(c). Red circles and arrows indicate the Cys bands.
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pared dl-Cys sample (Figure 3(3c)). This resemblance allows a 
conclusion that, in the course of ageing, l-Cys undergoes chiral 
inversion according to the mechanism extensively discussed in 
Introduction.
The R
f
 values additionally emphasize difference between the 
fresh and the aged Cys sample, and also similarity between the 
aged Cys and the fresh dl-Cys sample. For the fresh l-Cys sam-
ple, the R
f
 value of the monomer peak equals to 0.31 ± 0.01, 
which is the same as those for the lower peaks from the two 
partially separated monomer bands in the aged Cys and the fresh 
dl-Cys sample. The R
f
 value (equal to 0.35 ± 0.01) valid for 
the upper peak from the two partially separated monomer peaks 
in the aged Cys sample is the same as that of the upper peak 
from the partially separated monomer band for the fresh dl-Cys 
solution. Thus, the retardation coeficient (R
f
) value of d-Cys is 
higher than that of l-Cys, and this sequence remains in agree-
ment with that reported for the derivatized l- and d-Cys in the 
NP-TLC systems, given in the literature [15].
3.2.2 Experiment 2
Experiment 2 was carried out in a manner similar to experiment 
1. Its aim was, however, to demonstrate gradual consumption of 
monomeric Cys in the course of peptidization. Also, in this case, 
the cellulose stationary phase as a native chiral separator was em-
ployed, and the transition metal cation (Zn(II)) was sequentially 
added to the investigated sample in the 1-h time intervals, as de-
scribed in detail in Section 2.3. This additive was meant to ham-
per chiral inversion and condensation of Cys through the com-
petitive chelating of the cation with amino acid ligands, i.e., to 
“freeze” the investigated process in the assumed time intervals.
The results in form of the respective densitograms and photo-
graphs are presented in Figure 4. In Figures 4(1a–f), the whole 
densitograms of the individual development tracks are shown 
for the fresh prepared l-Cys solution (Figure 4(1a)), and for the 
samples stored for 1–5 h. In Figures 4(2a–f), the corresponding 
photographs are presented and in Figures 4(3a–f); the enlarged 
fragments of the respective chromatograms showing Cys in the 
monomeric form (encircled red) can be seen. General character-
istics of the densitograms and photographs presented in Figure 
4 largely resemble that given in Figure 3. The predominant peak 
visible in each densitogram (and the corresponding brown spot 
on the respective photograph) holds for the main fraction of the 
condensation products, yet it is out of scope of our present dis-
cussion.
We focus our attention on the blue spot of the monomeric Cys in 
Figures 4(2a–f) and on the enlarged densitograms of this frag-
ment in Figures 4(3a–f). Initially, color intensity of the blue spot 
is high, yet in the 1-h intervals, considerable lowering of its in-
tensity is observed. The enlarged fragments of the densitograms 
additionally emphasize the bleaching effect with the blue spot. 
Namely, the intensity of the Cys monomer peak with the fresh 
prepared solution equals to 170 Mav, and in the course of the 5-h 
lasting ageing, it drops to the bare 36 mAV. In that way, relative-
ly rapid disappearance of the monomeric Cys band is conirmed, 
which can only be due to the rapidly progressing spontaneous 
condensation.
3.2.3 Thin-Layer Chromatography–Mass Spectrometry
In order to conirm spontaneous peptidization of Cys, mass 
spectra were registered for the selected target (“yellow”) spots 
on all the chromatograms obtained according to the experiment 
1 procedure and directly eluted from the respective chromato-
graphic plates to mass spectrometer with use of the TLC–MS 
interface. These spots were attributed to the peptide fraction 
with the highest retardation factor value (R
f
 = 0.60 ± 0.02). For 
the sake of comparison, in this study, we compare the results 
obtained for the target (“yellow”) spot derived from the freshly 
prepared dl-Cys solution (Figure 5a) and for that valid for the 
aged Cys solution (Figure 5b), as those which illustrate the dis-
cussed issue in the most spectacular manner.
The results presented in Figures 5a and b differ considerably. 
Primary difference consists in the intensity of the eluted liquid 
chromatographic signals. In the case of the aged Cys solution, 
this intensity is considerably higher and measured in MCounts 
(Figure 5b), whereas with the fresh dl-Cys solution, signal in-
tensity is much lower and measured in kCounts only (Figure 5a). 
This is a persuasive evidence of the peptidization yields consid-
erably growing in the course of ageing.
Further evidence originates from a comparison of the respec-
tive mass spectra registered for the discussed target spots. The 
Figure 4
Densitograms and chromatograms of L-Cys solution with equimolar addition of Zn(II) nitrate. (a) Fresh prepared L-Cys solution; 
(b) Cys solution after 1 h ageing; (c) Cys solution after 2 h ageing; (d) Cys solution after 3 h ageing; (e) Cys solution after 4 h ageing; 
(f) L-Cys solution after 5 h ageing. 1: Densitometric scans of the whole chromatograms (a)–(f); 2: photographs of the whole chromatograms 
(a)–(f); 3: enlarged densitometric scans of the Cys bands (a)–(f). Red circles and arrows indicate the Cys bands.
TLC Investigation of L-Cysteine in Solution
Journal of Planar Chromatography 28 (2015) 2  149
most intense peak (229 Counts) present in the mass spectrum 
of the fresh sample (Figure 5a) appears at m/z 148, and it can 
be attributed to monomeric Cys (in form of the [Cys+Na+He]+ 
cation). The intensities of peptide signals originating from the 
fresh sample are much lower than that observed for the signal 
of the monomer. For the sake of example, let us consider certain 
peptide signals and the intensities thereof originating from the 
fresh sample, i.e., those at 371 (133 Counts), 959 (55 Counts), 
and 1373 (37 Counts). The following ion structures can be, re-
spectively, attributed, to these signals: [Cys3+CO2]+ (2 peptide 
bonds), [Cys9+H2O]+ (8 peptide and 2 disulide bonds), and 
[Cys13+H2O]+ (12 peptide and 1 disulide bond).
Mass spectrum recorded for the target spot derived from the 
aged l-Cys sample (Figure 5b) characterizes with an abundance 
of peptide peaks of considerable intensity. Among these peaks, 
the following ones can be mentioned: m/z 2367 (448 Counts), 
1462 (159 Counts), and 951 (56 Counts). To these signals, the 
following structures can be attributed, respectively: [Cys22+Na]+ (17 peptide bonds and 6 disulide bonds), [Cys14+H2]+ (13 pep-
tide bonds), and [Cys9+He+H2]+( 8 peptide bonds). Mass spec-
trometric characteristics of the target (“yellow”) spot convinc-
ingly demonstrate a good progress of spontaneous peptidization 
in the course of the l-Cys ageing.
3.3 High-Performance Liquid Chromatography with 
Evaporative Light Scattering Detection (HPLC–ELSD)
In order to check, if spontaneous chiral inversion and condensa-
tion of Cys (which were demonstrated with the aid of TLC) are 
oscillatory in nature, an experiment was performed by use of the 
achiral HPLC–ELSD system. Our goal was to systematically an-
alyze the Cys solution in the course of sample ageing. To this ef-
fect, the analyses were carried out in the 10-min intervals for the 
period of 75 h, in which time, a total number of 450 chromato-
grams was acquired. These short intervals enabled collecting the 
chromatographic data with a quasi-kinetic importance. The main 
attention was paid to quantitative changes of the Cys peak height 
(equivalent to its concentration changes). In Figure 6, the time 
series of the Cys peak height is presented in the span from the 
25th to the 95th measuring hour. Based on this plot, two valid 
observations can be made. Firstly, it is evident that the change 
of the Cys peak height is nonmonotonous, which corresponds 
well with our earlier indings (summarized in the Introduction) 
as to the oscillatory nature of chiral conversion and peptidiza-
tion of the low molecular weight carboxylic acids. Secondly, a 
distinct tendency is observed of sinking the Cys concentration in 
the function of time (in spite of local ups and downs of the plot, 
due to the oscillations). This sinking of the Cys concentration 
relects gradual consumption of the monomeric species in pace 
with progressing condensation.
3.4 High-Performance Liquid Chromatography with Mass 
Spectrometric Detection (HPLC–MS)
By use of HPLC–MS, we managed to get certain insight into 
the molecular structure of the condensation products. For the 
sake of comparison, we analyzed both the fresh prepared and the 
aged Cys samples in the assumed time intervals. In Table 1, we 
show mass spectra recorded for the fresh sample and that after 4 
days storage period, along with chemical structures, which can 
be attributed to certain signals. In the mass spectrum recorded 
 
Figure 5
Thin-layer chromatograms, signals of the chromatographic spots representing an oligopeptide fraction (red framed on the respective chro-
matograms), directly eluted from the chromatographic plates, and the respective mass spectra recorded for the (a) fresh DL-Cys sample and 
(b) aged L-Cys sample.
(b)(a)
Figure 6
Time series of the chromatographic peak heights for Cys in 70% 
aqueous acetonitrile.
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for the fresh l-Cys solution, the molecular ion originating from 
the Cys monomer at m/z 120 is predominant, although much less 
intense peaks are also recorded (which apparently originate from 
the peptides). Mass spectrum of the 4-day old sample witnesses 
to a substantial progress of peptidization, so that the intensities 
of the signals from peptidization products considerably outgrow 
that of molecular ion. The predominant peak in the aged sample 
appears at m/z 2854, and its intensity is ive-fold, when com-
pared with molecular ion. Summing up, the results presented in 
Table 1 not only conirm the progress of spontaneous peptidiza-
tion, but also its considerable rate.
In Figure 7, we demonstrate the molecular structure of the Cys 
oligopeptide at m/z 2854 (red framed in Table 1), simulated with 
the Marvin Sketch v. 5.11 program. It shows that the presence 
of the thiol (–SH) group in the amino acid structure promotes 
spherical shape of a polycondensate molecule, as the oligopep-
tide at m/z 2854 (built of 27 Cys units and containing nine 
–S–S– bridges) already assumes a spherical shape. This tenden-
cy is certainly ampliied with larger microstructures, as those 
shown in Figure 2b.
4 Conclusion
–  With the aid of TLC, spontaneous chiral conversion and spon-
taneous peptidization of l-Cys were demonstrated.
–  Chelating of transition metal cations (e.g., Mn(II)) with the 
Cys ligands facilitates enantioseparation on the cellulose ad-
sorbent of the l- and d-Cys enantiomers present in the aged 
Cys solution.
Figure 7
The 3D structure of Cys-derived oligopeptide with m/z 2854, com-
putationally simulated for the red-framed predominant signal in the 
mass spectrum of aged Cys (see Table 1).
Table 1
Mass spectra recorded for (a) fresh prepared L-Cys solution and (b) Cys solution after 4 days storage period in 70% aqueous acetonitrile 
and possible structures attributed to selected signals. Signal intensities, numbers of the assumed peptide, and disulide bonds in individual 
structures are indicated in the respective columns.
Sa
m
pl
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Mass spectrum m/z vs. Proposed structure
(a)
m/z
Signal 
intensity
[kCounts]
Proposed structure –CO–NH– –S–S–
120 2.13 [Cys]+ – –
561 0.18 [Cys5+CO]+ 4 –
963 0.10 [Cys9+H2O]+ 8 –
1998 0.31 [Cys19+Na]+ 18 –
2532 0.96 [Cys24+CO]+ 22 2
3427 0.20 [Cys33+H2O]+ 32 4
(b)
m/z
Signal 
intensity
[kCounts]
Proposed structure –CO–NH– –S–S–
120 0.99 [Cys]+ – –
143 0.55 [Cys+Na]+ 4 –
1324 0.38 [Cys12+He]+ 7 3
1669 0.82 [Cys16+He+H]+ 15 1
2286 0.95 [Cys22+H2]+ 21 –
2394 1.66 [Cys23+H]+ 21 6
2697 0.58 [Cys26+H]+ 25 –
2854 5.37 [Cys27+H3O]+ 23 9
2920 1.09 [Cys28+H2]+ 26 1
3322 0.41 [Cys32+H2O]+ 31 5
3398 0.38 [Cys33+H]+ 32 10
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–  Moreover, chelating of transition metal cations (e.g., Zn(II)) 
with the Cys ligands hampers the spontaneous chiral conver-
sion thereof at any given moment of the solution’s storage and 
ageing period. In that way, the gradual progress of the Cys 
consumption due to the condensation process was demonstrat-
ed in the span of 5 h, in the 1-h intervals.
–  With the aid of TLC–MS, peptidization of Cys was demon-
strated, and a difference in chemical composition of the differ-
ent chromatographic bands was emphasized.
–  With the aid of HPLC–ELSD, the oscillatory nature of the Cys 
transformation (i.e., chiral conversion and condensation) was 
demonstrated.
–  With the aid of HPLC–MS, the progress of the spontaneous 
Cys condensation was demonstrated, providing the molecu-
lar-level insights in the formed peptides.
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Abstract
We report observations of pulsating peptide formation and depeptidization in 70% aqueous acetoni-
trile solutions of L-Pro-L-Phe and L-Cys, resulting in the oscillatory appearance and disappearance of
solid masses of microfibers and microspheres, respectively. We monitor the concentration changes
of themonomeric amino acids by high-performance liquid chromatography. The concentration of all
amino acid solutions used is 1.0 mg mL−1, due to solubility limitations in 70% aqueous acetonitrile.
The nonlinear concentration changes of L-Pro, L-Phe and L-Cys, and the amounts of the main peptid-
ization products observed within our monitoring periods (for L-Pro–L-Phe, 250 h, and for L-Cys, 70 h)
are typically from several to 20% of the original monomer concentrations. We follow the formation
and decay of the insoluble peptides by turbidimetry. We also investigate the materials formed using
scanning electronmicroscopy andmass spectrometry.We carry out numerical simulations on a sim-
ple model that reflects the main features of spontaneous pulsation of peptide fiber or sphere forma-
tion in this abiotic liquid system.
Introduction
The formation of oligomers and polymers from monomeric building
blocks is one of the key steps in most scenarios proposed for the origin
and evolution of life. In particular, the formation of peptides from
amino acids is of considerable interest, as is the question of how a pref-
erence for a single chirality may have developed in the earliest life
forms.
In earlier work, we reported the spontaneous oscillatory chiral
conversion of several classes of monomeric species (1–3), including
amino acids (4), after a period of storage in aqueous or nonaqueous
solvents. Two general schemes have been suggested to explain chiral
conversion of such compounds, depending on the polarity of the sol-
vent. In aqueous solutions, the assumed conversion pathway is via the
enolate ion (5), and in anhydrous media or in the presence of small
amounts of water, the probable mechanism of chiral conversion is
via the enol structure (6).
Our earlier investigations revealed that the oscillatory chiral
conversion of lowmolecular weight carboxylic acids occurs in parallel
with oscillatory condensation. The parallel processes of chiral conver-
sion and peptidization of amino acids can be illustrated by Scheme 1 (7).
In seeking to understand oscillatory condensation in three binary
amino acid systems (L-Pro–L-Hyp, L-Pro–L-Phe and L-Hyp–L-Phe) dis-
solved in aqueous organic solvents (8, 9), we developed a theoretical
model (8) of spontaneous peptidization in binary amino acid systems
that include heteropeptide formation. The model allows for various
degrees of cooperativity and control of the dynamics by one or both
monomeric species.
To date, our experimental studies of spontaneous oscillatory chiral
conversion and oscillatory condensation have been carried out in
single-phase liquid systems, and our only analytical tool to monitor
the changing concentration of the starting reagent(s) (e.g., an optically
pure enantiomeric amino acid) has been high-performance liquid
chromatography (HPLC). We have noted, however, that longer (sev-
eral weeks or months) storage periods of such compounds can result in
precipitation of higher n-mers as peptide nano- and microstructures,
insoluble in our solvent system. In the two-phase systems thus formed,
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additional analytical tools such as scanning electron microscopy, mass
spetroscopy and turbidimetry can be utilized to characterize and mon-
itor the solid particles. A preliminary study employing these additional
analytical tools to investigate an apparent instability of the higher pep-
tide n-mers was presented in paper (10). Stability, or at least control-
lable behavior, of peptide nano- andmicrostructures is an issue of vital
importance, especially from the perspective of biotechnology. Short,
linear self-assembling peptides with predictable behavior should be at-
tractive as building blocks for nanodevices (11) such as nanocarriers
for drug delivery or scaffolds for tissue engineering. The self-
assembling properties of diphenylalanine (12), which is a fragment
of the Alzheimer’s β-amyloid protein, are of particular interest. On
the other hand, reports have recently appeared of biocatalyzed dynam-
ic instability of peptide nanofibers (13), and of the destructive role of
certain solvents (particularly water and lower aliphatic alcohols), un-
dermining the stability of diphenylalanine nanotubes (14, 15).
The aim of the present study is to systematically investigate the dy-
namics of the long-term peptidization of a binary amino acid sample
(L-Pro–L-Phe) and a single amino acid sample (L-Cys) in an abiotic sol-
ution (70% acetonitrile + 30%water), in which accumulation of insol-
uble nano- and microstructures is observed. In both samples, we first
noticed visually, and then confirmed by turbidimetry, spontaneous
pulsations of sequentially increasing and decreasing amounts of
solid. To our knowledge, this is the first systematic investigation of
such an effect in an abiotic liquid system. Schematic illustration of a
reversible change from a lower molecular weight soluble species
(fully dissolved in the one-phase system) to a higher molecular weight
insoluble species is given in Figure 1 , along with snapshots of the one-
and two-phase systems.
Experimental
Reagents
L-Proline (L-Pro), L-phenylalanine (L-Phe) and L-cysteine (L-Cys) were
purchased from Sigma-Aldrich, Merck and Reanal, respectively. All
amino acids were of analytical purity, acetonitrile was of HPLC purity
(J.T. Baker) and water was deionized and double distilled by means of
an Elix Advantage Millipore system.
The binary L-Pro–L-Phe solution in 70% aqueous acetonitrile used
in the 250 h (“short”) chromatographic experiment had a
concentration of 1.0 mg mL−1 (8.69 × 10−3 mol L−1) L-Pro and 1.0
mg mL−1 (6.05 × 10−3 mol L−1) L-Phe. The binary L-Pro–L-Phe solu-
tion in 70% aqueous acetonitrile stored for up to 1 year (“long”
term) and used for the mass spectrometric, scanning electron micro-
scopic and turbidimetric measurements had a concentration of 10 mg
mL−1 (8.69 × 10−2 mol L−1) L-Pro and 10 mg mL−1 (6.05 × 10−2 mol
L−1) L-Phe. The L-Cys solution in 70% aqueous acetonitrile (stored for
up to 26 days and used for all measurements) had a concentration of
0.7 mg mL−1 (5.77 × 10−3 mol L−1). All samples were stored at
21 ± 1°C.
High-performance liquid chromatography with
evaporative light scattering detection
We employed high-performance liquid chromatography with evapo-
rative light scattering detection (HPLC-ELSD) to separate peptides
from monomeric amino acids. The analyses were carried out using a
Varian model 920 liquid chromatograph equipped with a 900-LC au-
tosampler, gradient pump, 380-LC ELSD detector and Pursuit 5 C18
(5 μm particle size) Varian column (250 × 4.6 mm i.d.) for L-Pro–
L-Phe, ThermoQuest Hypersil C18 column (150 × 4.6 mm i.d.; 5 µm
particle size) for L-Cys and Galaxie software for data acquisition
and processing. The chromatographic columns were thermostatted
at 35°C using a Varian Pro Star 510 column oven.
Scheme 1. Chiral conversion and peptidization of an amino acid molecule running in the parallel.
Figure 1. Schematic illustration of pulsating instability of peptide nano- and
microstructures as a reversible change from a lower molecular weight
soluble species (dissolved in the one-phase system) to a higher molecular
weight insoluble species (precipitated to give a two-phase system).
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With the L-Pro–L-Phe sample, chromatographic analyses were car-
ried out for 250 h at 20-min intervals in the isocratic mode. We used
30 μL sample aliquots and amethanol–water (40 : 60, v/v) mobile phase
at a flow rate of 0.25 mL min−1. With L-Cys, the chromatographic anal-
yses were carried out for 95 h at 10-min intervals in the isocratic mode
using 10 μL sample aliquots and a methanol–water (80 : 20, v/v) mobile
phase at a flow rate of 0.80 mL min−1. In both cases, relatively short
sampling time intervals were chosen in order to derive quasi-kinetic in-
formation about the oscillatory peptidization.
Mass spectrometry
All mass spectra were recorded in the positive ionization mode on a
Varian MS-100 mass spectrometer (extended ESI-MS scan, positive
ionization, spray chamber temperature 50°C, drying gas temperature
250°C, drying gas pressure 25 psi, capillary voltage 50 V, needle
voltage 5 kV) for the 70% aqueous acetonitrile solutions of L-Pro–
L-Phe and L-Cys, which contained the soluble peptide fraction only
(the self-assembled microparticle suspensions were separated by
sedimentation).
Figure 2. Examples of chromatograms obtained for the L-Pro–L-Phe system after (a) 4.00 h, (b) 28.20 h, (c) 74.40 h and (d) 206.80 h sample aging. (1) Pro, (2) Phe and
(3) the main peptidization product.
Figure 3. Time series of chromatographic peak heights for L-Pro, L-Phe and the
main peptidization product in an L-Pro–L-Phe solution in 70% aqueous
acetonitrile (registered over the course of 250 h). Plot fragment marked with
an oval shows the time range with a simultaneous decrease of the Pro and
Phe concentrations and an increase of the main peptidization product
concentration (9).
Figure 4. Time series of chromatographic peak heights for L-Cys and the main
peptidization product in an L-Cys solution in 70% aqueous acetonitrile solution
(registered in the range of 25–95 h). Plot fragment marked with an oval shows
the time range with a simultaneous decrease of the Cys concentrations and an
increase of the main peptidization product concentration (16).
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Scanning electron microscopy
Visualization of nano- and microparticles was performed with a JEOL
JSM-7600F model scanning electron microscope (SEM). With the
Pro–Phe sample after a 1-year aging period and with Cys after 2
weeks of aging, visualization was performed for microparticles ob-
tained from the respective solutions evaporated to dryness.
Turbidimetry
To obtain quantitative measurements of the nonlinear (pulsating) be-
havior of peptide nano- and microstructures, we performed measure-
ments with a turbidity sensor (TRB-BTA, Vernier Software &
Technology, Beaverton, OR, USA) that allowed continuous moni-
toring of turbidity. For these experiments, ∼15 mL aliquots of the
Pro–Phe and Cys solutions in 70% aqueous acetonitrile were freshly
prepared and placed in the instrument vials. In both cases, the respec-
tive turbidity changes were continuously registered for 26 days.
To confirm the qualitative reproducibility of the results, the turbidity
measurements were repeated twice.
As the amino acid samples were dissolved in 70% aqueous aceto-
nitrile, the stability of the turbidity was controlled for water, acetoni-
trile and 70% aqueous acetonitrile as reference solvents over the
course of 1 day. In each case, the turbidity was quite stable.
Finally, we performed microbiological tests for the possible pres-
ence of microorganisms in the Pro−Phe and Cys liquid samples after
storage periods of 1 year and 2 weeks, respectively, following the pro-
cedure described in detail in reference (10). These tests revealed no
DNA in our samples, and we therefore concluded that they were
free of any microorganisms.
Results
This study focuses mainly on the long-term aging of binary (L-Pro–
L-Phe) and single (L-Cys) amino acid samples in an abiotic aqueous
acetonitrile solution and, more specifically, on spontaneous formation
of peptides up to the point of them becoming insoluble and hence pre-
cipitating. The shift from a homogeneous one-phase liquid system to
an inhomogeneous two-phase liquid–solid systemwith insoluble high-
er molecular weight species floating in the solution revealed the inter-
mittent formation and decay of higher peptides, as shown in Figure 1.
We therefore sought to characterize this phenomenon by monitoring
concentration changes of the monomeric amino acids in a short-term
aging experiment by HPLC-ELSD (which is a challenging analytical
task, due to the almost instantaneous appearance of peptides in grad-
ually aging solutions and, consequently, to the need to separate them
from the monomeric species, which is far from easy (16)). Examples of
chromatograms that illustrate how we monitored concentration
changes of the monomeric amino acids and the almost instantaneous
appearance of peptide in a short-term aging experiment are shown in
Figure 5. (A, a) Volumetric flask with Pro–Phe fibers suspended in solution; (b) the Pro–Phe fiber sediment in a vial turned upside down. (B, a–f ): Scanning electron
micrographs of Pro–Phe fibers from the solution residue evaporated to dryness, with a magnification of (a) ×2,700, (b) ×800, (c) ×13,000, (d) ×300, (e) ×1,300 and (f)
×30,000. In (c) and (f), the diameters of certain fibers are indicated.
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Figure 2 for the binary L-Pro–L-Phe system. The chromatograms in this
figure demonstrate that in order to obtain results of quasi-kinetic sig-
nificance (i.e., with sampling at 10- or 20-min intervals), we were
forced to compromise the quality of peak resolution. However, decon-
volution of the partially overlapping bands enables reliable estimation
of the peak heights, and consequently, of the concentration changes of
all monomeric α-amino acids of interest. Additionally, we examined
the peptides from the long-term experiment using scanning electron
microscopy and mass spectrometry. We employed a turbidimeter in
a continuous registration mode to follow the pulsation resulting
from the repeated appearance and disappearance of solid precipitate.
The results of these measurements are discussed below.
We note that this study is meant as a methodological example of
the application of chromatography to the challenging physicochemical
task of monitoring spontaneous nonlinear processes. Such an ap-
proach is likely to be of interest not only for chromatographers but
also for those involved in tracing nonlinear processes, who are limited
by a lack of adequate analytical tools.
Short-term measurements of condensation dynamics
Pro–Phe
We studied earlier the dynamics of monomeric L-Pro and L-Phe in the
binary L-Pro–L-Phe system with the use of HPLC-ELSD (9), which we
summarize briefly here. Under our experimental conditions, the reten-
tion time (tR) of Pro falls in the range of 12.04–12.78 min, that of Phe
is in the range of 14.46–15.81 min and that of the main peptidization
product lies between 13.31 and 14.17 min. To obtain quasi-kinetic
results, we had to keep the time for each chromatographic run
short (20 min), and we took the chromatographic peak heights as pro-
portional to the respective concentrations of Pro, Phe and the main
peptidization product. In Figure 3, we show time series of these chro-
matographic peak heights for the three species considered. From the
shape of the three plots, the nonmonotonic character of the concentra-
tions of Pro, Phe and themain peptidization product over the course of
the 250 h measurement is evident. We have marked with an oval the
most dramatic period, during which the concentrations of both amino
acids decrease, while the concentration of the main peptidization
product increases. This interdependence between the dynamics of
the monomeric amino acid concentrations and that of the main pep-
tidization product is probably due to formation of the heteropeptide.
However, the shapes of these two plots are not “mirror images” over
the entire time range because the two monomeric amino acids also
produce smaller quantities of other peptides in addition to the main
peptidization product but at different rates (as we demonstrate later
with mass spectra).
Cys
Analogous results for L-Cys have been presented in ref. (17) and are
summarized here. The retention time (tR) of Cys is in the range of
3.97–4.23 min and that of its main peptidization product is in the
range of 3.76–4.00 min. In Figure 4, we show a time series of chro-
matographic peak heights for monomeric Cys and its main peptidiza-
tion product. The oscillatory changes in the concentrations of
monomeric cysteine and its main peptidization product are evident.
Again, we have marked with an oval a period during which the con-
centration of monomeric Cys decreases, while that of its main peptid-
ization product increases. This interdependence apparently results
from the consumption of Cys to give the main peptidization product.
However, various other peptide types are formed simultaneously at
lower concentrations and with different kinetics, so that the interde-
pendence between the time course of Cys and that of its main peptid-
ization product varies over the course of our experiment.
Long-term measurements of condensation dynamics
Pro–Phe
After 1 year in the calibration flask at 21 ± 1°C, the initially homoge-
neous Pro–Phe sample (with 10 times higher initial concentrations of
L-Pro and L-Phe than in the short-term study) became a heterogeneous
suspension, with white fibers freely floating therein (Figure 5A(a)).
This observation is consistent with our earlier experience with the
long-term aging of chiral carboxylic acids in solution (18), which
also generated high condensation yields and macroscopic effects per-
ceptible upon visual inspection. Remarkably, the amount of fibers per-
ceptibly fluctuated from low to high, and then back to low. An
agglomeration of the fibers captured near the moment of their highest
abundance is shown in Figure 5A(b).
To gain deeper insight into the structure of the fibers generated in
the solution, we took a series of SEM images from the solution residue
evaporated to dryness. Selected micrographs are shown in Figure 5B.
From the micrographs in Figure 5B(a–e), it is evident that the observed
microfibers are in fact self-assembled nanofiber bundles stuck togeth-
er, in a fashion resembling spaghetti bunches (occasionally leaving
hollow spaces between neighboring fibers). These nano- and microfi-
ber structures resemble those seen in SEM images in other studies of
peptide assemblies (13, 19). We suggest that the visually perceptible
Figure 6. Mass spectra recorded for (a) fresh and (b) the 1-year-old Pro–Phe
solution in 70% aqueous acetonitrile, and possible structures attributed to
selected signals.
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fiber formation and decay result from the stepwise attainment of a crit-
ical number of condensed monomer amino acid units, above which
peptides at sufficiently high concentration become insoluble in 70%
aqueous acetonitrile, precipitating in fiber form. Spontaneous hydro-
lytic decay reduces the number of condensed monomeric units below
the solubility level, allowing them to redissolve. This mechanism gen-
erates the observed pulsation of fiber density (as shown schematically
and in snapshots in Figure 1).
To provide more direct evidence of peptide formation, we utilized
mass spectrometry. Mass spectra were recorded for the freshly pre-
pared and the aged Pro–Phe solutions in the extended range from
100 to 3,500 m/z. Examples are shown in Figure 6(a and b). In the
mass spectrum of the freshly prepared Pro–Phe solution (Figure 6a),
the two predominant signals are those originating from the amino
acids of interest. One of them can be attributed to the [Pro]+ ion
(m/z 115; 3.5 kCounts signal intensity) and the other to the [Phe3-
+2H]2+ ion (m/z 231; 1.4 kCounts signal intensity). In the mass spec-
trum of the Pro–Phe solution that was aged for 1 year, an abundance
of signals can be seen. We attribute structures to several of those with
the highest intensities in the inset to Figure 6b.
Cys
The spontaneous peptidization of L-Cys is faster than that of L-Pro–
L-Phe. Hence, we were able to observe pulsation of the Cys-derived
peptide suspension after a relatively short period of 2 weeks. A volu-
metric flask containing a relatively high yield of this suspension is
shown in Figure 7A. To investigate the microstructures in more
depth, we evaporated an aged Cys solution to dryness and took a se-
ries of SEM images. The micrographs in Figure 7B show clear evidence
of globular nanoparticle assemblies. The globular form, which resem-
bles that of other self-assembled Cys-derived peptides (20), probably
results from the availability of three functionalities per cysteine mole-
cule, i.e., –COOH, –NH2 and –SH (when compared with two func-
tionalities per proline and phenylalanine molecule, resulting in
linear peptides).
Mass spectra of the fresh and the aged Cys samples are shown in
Figure 8(a and b) in the extended range from 100 to 3,500m/z. A mass
spectrum of freshly prepared Cys solution is shown in Figure 8a; the
predominant signal originates from the [Cys]+ ion (m/z 121; 12.8
kCounts signal intensity). Although aging of the Cys solution lasted
only 2 weeks, in that time the signal intensity of [Cys]+ dropped to
12.3 kCounts, and non-negligible amounts of the aging products ap-
peared with m/z values around and above 3,000 (Figure 8b). We have
attributed peptide structures to selected signals in this spectrum as
summarized in the inset to this figure. The relatively intense signals
at m/z values of 2,780 (2.3 kCounts) and 3,296 (3.9 kCounts) corre-
spond, respectively, to the [Cys26+H]
+ ion (20 peptide bonds and 5 di-
sulfide bonds) and the [Cys31+H]
+ ion (25 peptide bonds and 5
disulfide bonds).
Figure 7. (A) Volumetric flask with Cys-derived microstructures suspended in solution. (B, a–f ) Scanning electron micrographs of Cys microstructures from the
solution residue evaporated to dryness, with a magnification of (a) ×1,000, (b) ×3,000, (c) ×2,300, (d) ×3,300, (e) ×5,500 and (f) ×3,300.
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Turbidimetry
Turbidity changes recorded for the Pro–Phe and Cys systems in the
continuous registration mode are shown in Figure 9(a and b). From
these data, it is evident that the dynamics of the turbidity changes dif-
fer between the Pro–Phe (Figure 9a) and the Cys (Figure 9b) systems.
This is apparently due to the different molecular structures of the three
amino acids involved, with three functionalities able to participate in
peptidization of each Cys molecule versus two functionalities per Pro
or Phe molecule. As controls, we present the time dependence of the
turbidity for water, acetonitrile and 70% aqueous acetonitrile over
24 h (Figure 9c). The stable turbidity values for all three solvents are
quite different from the dynamic behavior of the amino acid solutions.
We interpret increases in turbidity to correspond to growing amounts
of nano- and microparticles suspended in the solution, owing to the
progress of the peptidization process. A decrease in turbidity can
arise from dissociation of higher, insoluble peptides to lower, soluble
ones, and/or from sedimentation of the higher insoluble peptides at the
bottom of the measuring vial. Although more complex interpretations
are possible, it is evident that, in amino acid solutions stored for long
periods of time, the peptidization process progresses in a nonmono-
tonic fashion, with sequentially increasing and decreasing amounts
of insoluble peptides suspended in the liquid phase and responsible
for the pulsation effect.
Modeling
In an effort to understand oscillatory behavior observed in the oligo-
merization of lactic acid, we developed a simple model based on the
key hypothesis that oligomers can assemble to form an aggregate
that is capable of serving as a template for the formation of more ag-
gregates (21). We subsequently extended the model to treat oscillatory
condensation found in mixtures of L-proline and L-hydroxyproline
(8). Because we lacked kinetic data about the individual steps of the
oligomerization and aggregation processes, we employed a coarse-
graining procedure (22) that treats each of these multistep processes
as a single pseudo-step characterized by an effective species size and
rate constant. The rate constants, which are effectively averages over
multiple elementary steps involving oligomers and aggregates of dif-
ferent sizes, were obtained by varying these parameters until rough
qualitative agreement with the experimental turbidity data, particular-
ly the typical length of an oscillatory cycle, was obtained. Given the
crudeness of the model and the high variability of the data, no attempt
at more detailed fitting was made.
With a slight modification of the notation employed in our earlier
work, the basic model consists of the following equations:
n1M! P rate ¼ koM ðoligomerizationÞ ð1Þ
n2P! C rate ¼ kuP ðuncatalyzed aggregationÞ ð2Þ
2Cþ n2P! 3C rate ¼ kcC
2P ðcatalyzed aggregationÞ ð3Þ
C! products rate ¼ kdC ðdecompositionÞ ð4Þ
Here, M represents monomers (amino acid molecules), P stands for a
typical oligomeric peptide of average length n1 and C is a typical cat-
alytic aggregate, which contains, on average, n2 oligomers. In the early
stages, monomers form peptides, which slowly aggregate. Once the
templating species, C, is formed, the aggregation process becomes au-
tocatalytic. Aggregates can decay into products, which are assumed
not to play a role in the dynamics.
To account for the formation of solid nanofibers, we introduce two
additional steps:
2C! F rate ¼ kf θðC CtÞC
2 ð fiber formationÞ ð5Þ
F! 2C rate ¼ kr½1 θðC CtÞF ð fiber redissolutionÞ ð6Þ
where F represents nanofibers and θ is the Heaviside step function,
which is 1 if its argument is positive and 0 if it is negative or zero.
Thus, fiber formation occurs only when the concentration of aggre-
gates exceeds a critical value, Ct, and any fibers present redissolve if
C lies below this threshold. The use of the step function is similar to
the procedure employed in some models of Liesgang band formation
(23). Equations (1–6) enable us to simulate the behavior of a solution
of a single amino acid, e.g., our cysteine system. Figure 10a shows the
result of such a simulation.
To treat a mixture of amino acids, we employ a set of six equations,
analogous to Eqs. (1)–(6), for each of the monomers M1 and M2,
and the species that result from it. In addition, we allow the two
peptides to interact via cross-catalysis (8), whereby aggregates of one
monomer can catalyze the aggregation of oligomers of the other
monomer, e.g.,
2C1 þ n22P2 ! 2C1 þ C2 rate ¼ kcc1C
2
1P2
ð1 2 cross catalysisÞ
ð7Þ
Interchanging indices 1 and 2 gives the equation describing catal-
ysis of species 1 aggregation by species 2. In Figure 10b, we present the
results of a simulation in which only species 1 (Pro) catalyzes the
Figure 8. Mass spectra recorded for (a) the fresh and (b) the 2-week-old Cys
solution in 70% aqueous acetonitrile, and possible structures attributed to
selected signals.
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aggregation of species 2 (Phe), i.e., Eq. (7) is included, and kcc2= 0.
Qualitatively similar results can be obtained by allowing mutual cross-
catalysis.
In both cases, we note the relatively smooth oscillation of the olig-
omer concentration and the more irregular, spiky nature of the oscil-
lations in the amount of nanofiber, consistent with our observations.
At long time periods, the oscillations damp out and the concentration
of nanofibers builds up to a steady state. The simulated nanofiber con-
centration is, as expected, smoother than the turbidimetric measure-
ments because the simulations give a spatial average over the entire
sample as opposed to the local sampling of the turbidimeter.
Discussion
The HPLC-ELSD technique used in this study can be regarded as a
first-choice instrumental option to reveal nonlinear concentration
changes of the monomeric amino acids and the lower soluble peptides
present in the liquid phase. The turbidity results presented in this study
are complementary to those obtained with HPLC-ELSD in that they
reflect nonlinear changes in the amounts of higher insoluble peptides.
SEM enables visualization of insoluble peptides and visual compari-
son thereof with analogous structures available from the literature.
MS provides the data that allow structural characterization of at
least some peptidization products. Modeling provides theoretical jus-
tification of spontaneous pulsation of peptide microstructures visual-
ized with the use of SEM and turbidimetry, anticipating physical
phenomena traced with the use of HPLC-ELSD.
Conclusion
To our knowledge, this study represents the first systematic investiga-
tion of spontaneous uncatalyzed pulsation of peptide nano- and mi-
crostructures in an abiotic liquid system. The multiple analytical
techniques employed, bolstered by our model simulations, strongly
support the notion that peptide nano- and microparticles may form
and decompose in an oscillatory fashion. More detailed study of
both the structural and kinetic aspects of this system is clearly neces-
sary before more precise conclusions can be formed. Nonetheless, the
results obtained provide potential clues to processes that may be of im-
portance in biotechnology, where the formation of such particles may
need to be taken into account in designing and controlling processes,
and in the origin of life, where fibrous materials generated from simple
biomonomers might provide a vehicle for compartmentalization and/
or catalysis.
Figure 9. Turbidity changes (in nephelometric turbidity units, NTU) for (a) a Pro–Phe solution (10) and (b) a Cys solution between 0 and 26 days. Insets emphasize the
nonmonotonic nature of turbidity changes in shorter time intervals. (c) Turbidity changes (in nephelometric turbidity units, NTU) for acetonitrile (ACN), water (H2O)
and 70% aqueous ACN registered for 24 h.
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We employ the achiral liquid chromatography with diode array, evapora-
tive light scattering and mass spectrometric detection (HPLC-DAD, HPLC-
ELSD and LC-MS) to assess structural instability (understood as spontan-
eous oscillatory chiral conversion and spontaneous oscillatory condensa-
tion) of the two pairs of amino acids, L-proline-L-phenylalanine (L-Pro-L-
Phe) and L-hydroxyproline-L-phenylalanine (L-Hyp-L-Phe), in aqueous
acetonitrile. In our earlier studies, we managed to demonstrate that sin-
gle amino acids in aqueous and non-aqueous solutions undergo spontan-
eous oscillatory chiral conversion and oscillatory condensation. We also
investigated condensation in the binary L-Pro-L-Hyp mixture in aqueous
solution, and proposed a theoretical model to explain the specific dynam-
ics of this process, which involves mutual catalytic effects of the two
amino acids. In this study, we demonstrate oscillatory instability with
the other two amino acid pairs in the organic-aqueous solution and re-
flect on the dynamics of condensation in the investigated cases. The
choice of L-Pro and L-Hyp is due to their important role as building blocks
of collagen, which is omnipresent in the connective tissues of mammals,
and largely responsible for tissue architecture and strength. L-Phe is one
of the 20 exogenous amino acids and is a building block of the majority of
naturally occurring proteins.
Introduction
The spontaneous oscillatory chiral conversion of the low-
molecular-weight carboxylic acids dissolved in the aqueous
and non-aqueous abiotic systems was first discovered with pro-
fen drugs (1, 2), and later the phenomenon was found general
enough to occur with many chiral derivatives of acetic, propionic
and butyric acid with the chirality center located either on the
a-C or on the b-C atom (3, 4). It was also found out that the
oscillatory chiral conversion of the discussed compounds was
accompanied by the oscillatory oligomerization.
With amino acids, an ability to undergo spontaneous peptidiza-
tion in aqueous solution was first demonstrated with the use of
the biuret test upon an example of L-phenylglycine (5), and later
with some other amino acids as well, using the high-performance
liquid chromatography with diode-array detection (HPLC–DAD)
and liquid chromatography with mass spectrometric detection
(LC–MS) techniques (6). A deeper insight in these phenomena
was provided in papers (7–10). The general scheme of the
process of chiral conversion with the low-molecular-weight
carboxylic acids in aqueous solutions is given in Eq. (1) (11):
(1)
where X: –R and Y: –NH2, –OH or –Ar.
In anhydrous media and in the presence of trace amounts of
water, the probable mechanism of chiral conversion is given in
Eq. (2) (12):
(2)
In the case of amino acids, the process of the parallel oscillatory
chiral conversion and oscillatory peptidization can be illustrated
by the following scheme given in Eq. (3) (6):
(3)
Some of our results have been cited in the papers dealing with
such diverse subjects as prebiotic chemistry and astrophysics
(13–17) as the first experimental evidence of the spontaneous
chiral oscillatory conversion and spontaneous oscillatory con-
densation of the selected low-molecular-weight carboxylic
acids. In paper (18), we for the first time discussed condensa-
tion running in the binary L-Pro-L-Hyp mixture dissolved in
70% aqueous methanol, and proposed a theoretical model to
explain the specific dynamics of this process, which took
into the account mutual catalytic effect of the two amino
acids.
In this study, we extend the discussion on the oscillatory con-
densation to the other two amino acid pairs. Our choice was
L-Pro-L-Phe and L-Hyp-L-Phe dissolved in aqueous acetonitrile.
In that way, we intend to provide sufficient experimental evi-
dence on the presence of the hetero-condensation products in
the aged samples. The choice of L-Pro and L-Hyp was due to
their important role as building blocks of collagen, which is
omnipresent in the connective tissues of mammals, and largely
responsible for tissue architecture and strength. L-Phe is one
out of 20 exogenous amino acids and a building block of the
majority of naturally occurring proteins.
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Experimental
Reagents
L-Pro and L-Hyp were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA; cat. nos P0380 and H-55409, respectively), and L-Phe
was purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Germany; cat.
no. 1.07256.0025). All amino acids were of the analytical purity
grade, acetonitrile was of the high-performance liquid chroma-
tography (HPLC) purity grade (J.T. Baker, Deventer, the
Netherlands) and the water was deionized and double distilled
in our laboratory by means of the Elix Advantage model
Millipore system (manufactured in Molsheim, France).
The investigated binary L-Pro-L-Phe and L-Hyp-L-Phe amino acid
solutions in acetonitrilewere prepared at the following concentra-
tions of each individual amino acid: 1.0 mg mL21 (i.e., 8.69 
1023 mol L21) L-Pro, 1.0 mg mL21 (i.e., 7.63  1023 mol L21)
L-Hyp, 1.0 mg mL21 (i.e., 6.05  1023 mol L21) L-Phe in solution
with L-Pro and 2.5 mg mL21(i.e. 15.12  1023 mol L21) L-Phe in
solution with L-Hyp. As solvent, we used 70% aqueous acetonitrile.
High-performance liquid chromatography with evaporative
light scattering and diode-array detection
The condensation process starting in each freshly prepared bin-
ary amino acid solution was monitored by means of the achiral
HPLC with two different detectors (ELSD and DAD). This
HPLC mode was employed to separate the oligopeptides from
the non-peptidized amino acids and also to fractionate the oligo-
peptides. The analyses were carried out using the Varian model
920 liquid chromatograph (Varian, Harbor City, CA, USA)
equipped with the Varian 900-LC model autosampler, the gradi-
ent pump, the Varian model 330 DAD detector, the Varian
380-LC model ELSD detector, the Pursuit 5 C18 (5 mm particle
size) column (250  4.6 mm, i.d.; Varian; cat. no.
A3000250C046) and the Galaxie software for data acquisition
and processing. The analyses were carried out for the 30-mL ali-
quots of the investigated amino acid solutions in the isocratic
mode. With the L-Pro-L-Phe mixture, the analyses were carried
out in the 20-min intervals for 250 h and methanol–water (40 :
60, v/v) mobile phase at the flow rate of 0.25 mL min21 was
used. With the L-Hyp-L-Phe mixture, the analyses were carried
out in the 10-min intervals for 160 h, using the acetonitrile–
water (30 : 70, v/v) mobile phase at the flow rate of
0.60 mL min21. The chromatographic column was thermostated
at 358C with use of the Varian Pro Star 510 model column oven.
The analyses with the use of these two systems were carried out
in the short-time intervals, in order to derive quasi-kinetic infor-
mation about the oscillatory peptidization processes running in
the stored solutions.
High-performance liquid chromatography with mass
spectrometric detection
LC–MS analyses were carried out in order to directly demon-
strate the presence of the condensation products in the investi-
gated amino acid solutions. They were performed for the freshly
prepared solutions of the investigated amino acid pairs and after
122 (L-Pro-L-Phe) and 26 days (L-Hyp-L-Phe) of the storage period.
The LC–MS System Varian (Varian, Palo Alto, CA, USA) was
employed, equipped with the Varian ProStar model pump,
Varian 100-MS mass spectrometer and Varian MS Workstation
v. 6.9.1 software for data acquisition and processing.
The LC separation was carried out for the 20-mL aliquots of the
investigated binary amino acid mixtures in the isocratic mode,
using pre-column C18 (Varian, Harbor City, CA, USA) and
2-propanol mobile phase at the flow rate of 0.20 mL min21. MS
was carried out in the electrospray ionization (ESI) mode (full
ESI–MS scan, positive ionization, spray chamber temperature
508C, drying gas temperature 2508C, drying gas pressure
25 p.s.i., capillary voltage 50 V, needle voltage 5 kV).
Results
HPLC-DAD and HPLC-ELSD of L-Pro-L-Phe and L-Hyp-L-Phe
Storage of the binary L-Pro-L-Phe and L-Hyp-L-Phe solutions in
aqueous acetonitrile results in spontaneous and well pronounced
changes in chemical composition of the analyzed mixtures. In the
course of condensation, homo- and hetero-condensation products
can be formed. From L-Pro and L-Phe, only oligopeptides can be
derived, yet from the hydroxy-substituted amino acid (L-Hyp), oli-
gopeptides, oligoesters and mixed condensation products (con-
taining both peptide and ester bonds) can be obtained. Just to
signalize the complexity of the condensation processes, in
Figure 1 we present examples of the Pro-Phe hetero dipeptide,
Hyp-Phe hetero dipeptide and Hyp-Phe ester (without taking
into the account homodimers and higher oligomers, nor the oscil-
latory chiral conversion of both amino acids and hence, possible
enantiomeric and diastereomeric forms of all these structures).
The complexity of the spontaneously generated condensation
products can only be appreciated from the perspective of the
mass spectra discussed in the forthcoming section.
In order to illustrate the sum of all these effects, we super-
posed the chromatograms for L-Pro-L-Phe (Figure 2a) and
L-Hyp-L-Phe (Figure 2b) registered at the different time intervals
with use of ELSD. From the plots shown in Figure 2a and b, it is
evident that in the course of the sample storage and ageing, the
two predominant peaks in each chromatogram (originating from
the two amino acids) slightly change their respective retention
Figure 1. Illustration of the complexity of condensation upon the examples of the mixed heterodimers. (1) Pro-Phe hetero dipeptide, (2) Hyp-Phe hetero dipeptide and (3) Hyp-Phe ester.
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times (tR). The observed minor changes are due to the displace-
ment mechanism. As we strive for a shortest possible analytical
run (in order to gain a quasi-kinetic insight in the dynamics of
the investigated process), we have to compromise peak reso-
lution. Hence, the tightly neighboring peaks of amino acids and
the resulting condensation products exert the observed displace-
ment effect.
From visual inspection of the plots alone (Figure 2a and b), it is
evident that in each case the areas and the heights of the two
predominant peaks of the starting compounds undergo non-
linear changes. Moreover, the peaks of the newly formed con-
densation products emerge. In the case of L-Pro-L-Phe, the main
peak of the condensation product appears between those of
L-Pro and L-Phe, and its retention time (tR) falls within the
range of 13.31–14.17 min. In the case of L-Hyp-L-Phe, the pre-
dominant new peak of the reaction product appears with the re-
tention time shorter than those of L-Hyp and L-Phe, and its
retention time is contained in the range of 3.17–3.78 min.
In Figures 3 and 4, we show the time series of the chromato-
graphic peak heights for the two experimental sets. The observed
oscillatory changes of the chromatographic peak heights are
equivalent to the oscillatory concentration changes of the target
species. Plots given in Figure 3a and b illustrate the dynamics of
spontaneous peptidization of L-Pro-L-Phe. In Figure 3a, the full
time range of the measurements (i.e. 250 h) is given. Respective
plots show the time changes of the peak heights for L-Pro (1),
L-Phe (2) and the main peptidization product (3). General obser-
vation is that at the first stage of the experiment (up to ca. 75 h),
concentrations of L-Pro and L-Phe non-monotonously decrease and
that of the oligopeptide non-monotonously increases. After that
time, a kind of the dynamic equilibrium between peptidization
and depeptidization is obtained, with occasionally more pro-
nounced concentration changes. Each plot given in Figure 3a
represents ca. 1,000 measuring points and due to that, on the pre-
sented graphs all peaks are very densely packed. Therefore in
Figure 3b, we zoom the time range from 225 to 250 h for plots
1, 2 and 3 from Figure 3a. In this range, synchronization between
the drop of the respective peak heights for L-Pro and L-Phe and the
growth of the respective peak height for the peptidization prod-
uct is clearly visible.
The analogous results valid for L-Hyp-L-Phe are presented in
Figure 4a and b. Dynamics of the concentration changes with
the two amino acids and the predominant condensation product
are fully analogous to those observed in the former case. At the
first stage of ageing (up to ca. 40 h), concentrations of L-Hyp and
L-Phe non-monotonously decrease and that of the main conden-
sation product non-monotonously increases. In Figure 4a, we
show the consecutive stage only, when a kind of the dynamic
equilibrium between condensation and the reverse process is
achieved and continues for the rest of the measuring time,
with occasionally more pronounced concentration changes. In
Figure 4b, we zoom the time range from 58 to 59 h for plots 1,
2 and 3 from Figure 4a. In this zoomed range, synchronization be-
tween the concentration growth of L-Hyp and L-Phe and the con-
centration drop of the condensation product is clearly visible.
Finally, a general comment should be made regarding the
observed instability of the peak heights and areas (and hence,
of the respective concentrations also), discussed in this section.
This instability is an evident proof of chemical processes running
in the investigated solutions. Control analyses performed with
use of the same chromatographic system for the chemically
stable compounds (like, e.g., benzoic acid) give evidence of an
excellent reproducibility of the respective chromatographic
peak heights and areas, with the relative standard deviation
values never exceeding 1%.
LC–MS of L-Pro-L-Phe and L-Hyp-L-Phg
LC–MS was another tool to monitor the process of oligoconden-
sation. The chromatograms and the mass spectra valid for the
fresh L-Pro-L-Phe sample and for that after 122 days storage per-
iod are shown in Figure 5a and b. Although the chromatograms
do not considerably differ, the respective mass spectra are quite
different. With the fresh L-Pro-L-Phe solution, three major signals
are present atm/z 116 ([Pro þ H]þ),m/z 166 ([Phe þ H]þ) and
m/z 132 ([Pro þ OH]þ). Also certain signals from the oligopep-
tides can be seen (e.g., that at m/z 1,389, which can originate
from [(Phe)6(Pro)5 þ He]
þ). With the aged solution, the major
signals at m/z 116 and 166 are still there, yet the mass spectra
show many more oligopeptide signals, and with much higher
abundances also. Among them, the signals originating from
homopeptides are present (e.g., that at m/z 459.88 can be
Figure 2. Superposition of the fragments of the selected chromatograms registered
with use of the ELSD detector at the different time intervals for the aqueous
acetonitrile solutions: (a) L-Pro-L-Phe (after 2.90, 31.50, 63.77, 111.43 and 249.30-h
storage time); (b) L-Hyp-L-Phe (after 0.37, 83.68, 105.28 and 142.68-h storage time).
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ascribed to phenylalanine tripeptide, [(Phe)3]
þ). Most probably,
the signals valid for the heteropeptides are also present (e.g., the
signal atm/z 1022.23 can hold for [(Phe)4(Pro)4þCO]
þ and that
at m/z 1579,26, might originate from [(Phe)6(Pro)7]
þ).
The chromatograms and the mass spectra valid for the fresh
L-Hyp-L-Phe sample and for that after 26 days storage period are
shown in Figure 5c and d. Also in this case, the chromatograms of
the fresh and the aged sample are quite similar, yet the respective
Figure 3. Time series of the chromatographic peak heights for L-Pro-L-Phe in aqueous acetonitrile (registered with ELSD detector): 1, L-Pro; 2, L-Phe; 3, peptidization product. (a) Full
time range and (b) time range 225–250 h.
Figure 4. Time series of the chromatographic peak heights for L-Hyp-L-Phe in aqueous acetonitrile (registered with ELSD detector): 1, L-Phe; 2, L-Hyp; 3, condensation product. (a)
Time range 50–160 h storage period and (b) time range 58–59 h.
34 Sajewicz et al.
mass spectra considerably differ. With the fresh sample, the three
major signals appear at the same m/z values, as for L-Pro-L-Phe
(i.e. at m/z 116, 132 and 166). This time, signal at m/z 116 can
be attributed to the fragmentation ion derived from L-Hyp by the
detachment of a hydroxyl group ([Hyp-OH þ 2H]þ), that at m/z
132 most probably originates from [Hyp þ H]þ and that at m/z
166 holds for [Phe þ H]þ. With the aged L-Hyp-L-Phe sample,
an abundance of the relatively intense mass spectrometric signals
can be seen. This spectrum is richer than the analogous one valid
for L-Pro-L-Phe, which apparently is due to the two functional-
ities with Hyp (–NH2 and OH), which enables both peptidization
and esterification. Once again, certain peaks can be attributed to
the homocondensates (e.g., those atm/z 1369.58 and 343.93 can
be valid for [(Phe)9 þ CO]
þ and [(Hyp)3–OH þ He]
þ, respective-
ly). Some other peaks can be attributed to heterocondensates
(e.g., that at m/z 392.71 can originate from [(Phe)(Hyp)2 þ
H]þ, and that at m/z 1589.80 can be derived from
[(Phe)6(Hyp)6–OH þ CO]
þ).
Figure 5. LC chromatograms with mass spectrometric insets for the amino acid pairs dissolved in aqueous acetonitrile. (a) Fresh L-Pro-L-Phe solution, (b) L-Pro-L-Phe solution after 122
days storage period, (c) fresh L-Hyp-L-Phe solution and (d) L-Hyp-L-Phe solution after 26 days storage period.
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Discussion
Our interest in spontaneous condensation of amino acids in
aqueous and non-aqueous solutions stems from the theory of
abiogenesis by Oparin and Haldane (19), and from our under-
standing of the importance of this class of chemical compounds
for life sciences. The hypotheses that emerge from the theory of
abiogenesis and refer to the formation of organic compounds,
and more specifically, to the formation of peptides and proteins
in non-biological processes, certainly need further verification
with modern and continuously improving analytical tools.
In our earlier studies, we managed to provide first experimental
evidence on spontaneous peptidization of single amino acids in
aqueous solutions and on the oscillatory nature of these processes
(5–7). In study (18), peptidization of the first amino acid pair
(L-Pro-L-Hyp) in aqueous solution was discussed and theoretical
models were developed to explain the specific dynamics of this
process. These models took into the account mutual catalytic ef-
fect of the two amino acids making a pair. Without going too deep
into the details of these models, their general feature can be given
in the following way. At the first step, both amino acids undergo
oligopeptidization. At the second step, the oligopeptides can
form higher structures, i.e., the H-bonded supramolecular aggre-
gates and the covalently bonded higher peptides, equally charac-
terizing with the properties of the micelles. This second step is
Figure 5. Continued.
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considered as an uncatalyzed aggregation. The third step is
assumed as catalyzed aggregation, which means that the chemical
structure of the already formed micelles influences the structure
of the new generation micelles. At the fourth step, decomposition
of the micelles is anticipated. Each step is described by means of
stoichiometric, as well as kinetic equations, separately for each
amino acid from a given amino acid pair. An extreme case is that
the two amino acids do not cooperate in the condensation process
and produce homo-oligopeptides only. In the other three cases, a
cooperative condensation occurs, which results in the homo- and
hetero-oligocondensates. This coperative condensation can char-
acterize with kinetic predominance of one or the other amino
acid from a given pair, or without such predominance at all.
In this study, we focus on the other two amino acid pairs
(L-Pro-L-Phe and L-Hyp-L-Phe), when aged in an organic-aqueous
solvent. Selection of acetonitrile as a solvent was purposely made
in order to verify, if spontaneous mixed peptidization can also
run in that environment. In the other words, we tried to
check, if a primeval broth concept, generally attributed to
Oparin and Haldane, might apply to our solution, and we
obtained a positive feedback.
In an attempt to obtain quasi-kinetic evidence with aid of
HPLC–DAD and HPLC–ELSD, we had to compromise the quality
of separation. As a reward, we managed to convincingly demon-
strate the oscillatory nature of the concentration changes with
the two amino acids and the main condensation product in a func-
tion of time. Selected examples demonstrate perfect time syn-
chronization of the concentration drop with the amino acids of
interest and the concentration growth with the main condensa-
tion product, or the vice versa (Figure 4a and b, respectively).
These results directly confirm the formation of heterocondensates
in the investigated solutions, i.e. the cooperative effect assumed in
our earlier elaborated model (18). Additional confirmation of the
accumulation of the high-molecular-weight condensates was
derived from the LC–MS experiments (Figure 5a–d).
Finally, our results seem to conform with the hypothesis for-
mulated in paper (19) and then extensively discussed and theor-
etically confirmed in papers (13, 20). According to this
hypothesis that refers to the chiral substrates, the reason for
the condensation oscillations is that heterochiral polymerization
is favored over homochiral polymerization. This means that oscil-
lations are favored for heterochiral polymerization and homo-
chiral depolymerization and epimerization.
Conclusions
It was an aim of this study to experimentally demonstrate an ability
of selected amino acids (L-Pro, L-Hyp and L-Phe) with key import-
ance for living organisms to spontaneously undergo oscillatory
condensation and to form homo- and hetero-condensates. This
goal was successfully achieved with aid of HPLC–DAD, HPLC–
ELSD and LC–MS. We believe that the importance of the results
obtained herewith is due to the fact that they address fundamental
issues related to the prebiotic chemical systems and perhaps to
the beginning of biological life also.
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1. Introduction
Spontaneous nonlinear formation of peptides from the
monomeric and enantiomerically pure a-amino acids run-
ning in abiotic liquid systems in parallel with spontaneous
nonlinear chiral conversion was first reported in Refs.
[1, 2]. Under “spontaneous peptidization” and “spontane-
ous chiral conversion”, we understand two processes run-
ning without any purposely induced external stimuli, and
therefore, they are opposite to those enzymatically cata-
lyzed in a biotic environment, or following a specially de-
vised laboratory procedure in an abiotic environment (al-
though self-catalysis obviously cannot be excluded). In
fact, these two processes have not been observed with a-
amino acids alone, but with a wider selection of the low
molecular weight chiral carboxylic acids, such as profen
drugs[3,4] and hydroxyl acids,[5,6] so it can be justifiably
speculated that these two processes are even more gener-
al than our up-to-date understanding thereof. Under non-
linear processes, the time-dependent variations of the re-
spective concentrations of a given enantiomeric or pep-
tide species are understood (as a result of chiral conver-
sion or peptidization, respectively). Below, the mecha-
nisms are presented for chiral conversion (Scheme 1a),
peptidization (Scheme 1b), and the two processes running
in parallel (Scheme 1c), upon the examples of Cys and
Pro which will be discussed in the experimental part of
this study.
Earlier, no such observation had been made with the
monomeric a-amino acids dissolved in abiotic aqueous or
nonaqueous media, in the absence of a catalyst. More-
over, selected peptide structures tend to be viewed as
fairly stable units (e.g., Refs. [7–9]), often with some neg-
ative health repercussions (e.g., as a cause of the age-re-
lated neurodegenerative diseases; e.g., Refs. [9–11]) or to
the contrary, they can be utilized in various different bio-
Abstract : Spontaneous nonlinear peptidization of the mono-
meric and enantiomerically pure a-amino acids in abiotic
aqueous and nonaqueous solutions is still regarded by
some as a somewhat puzzling phenomenon, and therefore
it needs additional experimental authentication. In our earli-
er studies, we employed several analytical techniques to
prove its occurrence. In this study, we present the scanning
electron microscopic (SEM) evidence of spontaneous heter-
opeptide formation in the binary L-Cys@L-Phe, L-Cys@L-Phg,
and L-Cys@L-Pro mixtures dissolved in 70% aqueous metha-
nol. With each a-amino acid pair, one amino acid (L-Cys) is
equipped with three functionalities (@SH, @NH2, and @
COOH), enabling formation of the spherical homopeptide
microstructures, while its counterpart (L-Phe, L-Phg, or L-
Pro, respectively) is equipped with the two functionalities
only (@NH2 or =NH, and @COOH). The SEM micrographs
of the peptidization products originating from the three in-
vestigated a-amino acid pairs show three different, yet
spherical, structures, which seem suggestive of the hetero-
peptide formation involving both L-Cys and its counterpart
a-amino acid. Additional confirmation of heteropeptide for-
mation is furnished by high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC), the biuret test, and mass spectrometry (MS).
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Scheme 1. Molecular mechanisms of the processes running in the L-Cys@L-Pro system dissolved in an aqueous medium: a) chiral conver-
sion of L-Cys to D-Cys (intermediary nonchiral structures are marked with black ovals) ; b) heterodipeptide formation (Cys-Pro); and c) chiral
conversion (L-Cys to D-Cys) and peptidization (Cys-Cys)n running in parallel.
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medical nanotechnology contexts, owing to their biocom-
patibility (e.g., Refs. [9, 12,13]). Numerous reports on the
lack of peptide stability in abiotic solutions refer to their
decay (e.g., hydrolysis) rather than to their spontaneous
formation (the latter process being the leitmotif of our
own investigations), and they tend to ascribe such phe-
nomena to basically external stimuli, such as pH, temper-
ature, the chemical nature of the solvents, etc.[14–16]
Spontaneous peptidization of a-amino acids has been
documented in our earlier studies with the use of several
analytical techniques, and in the first instance, with the
use of high-performance liquid chromatography
(HPLC)[17] and thin-layer chromatography (TLC),[18] both
with mass spectrometric detection. HPLC and TLC with
alternative detection systems,[17,18] turbidimetry with con-
tinuous data registration,[19,20] and scanning electron mi-
croscopy (SEM)[21] were applied as auxiliary techniques.
In Ref. [22], we reflected on the possible thermodynamic
justification of spontaneous chiral conversion of the low
molecular-weight chiral carboxylic acids upon an example
of phenylglycine. Although such processes can be regard-
ed as endothermic, they can most probably be relatively
easily initialized, e.g., by a transfer of thermal energy or
ultraviolet (UV) light from the environment to the
system. On the contrary, one can expect spontaneous pep-
tidization (as a specific form of condensation) to run with
a weak exothermic effect. Some of our experimental re-
sults with a clearly kinetic importance gave rise to the de-
velopment (in collaboration with the Epstein group at
Brandeis University, Waltham, MA working on the non-
linear chemical dynamics) of theoretical models of the os-
cillatory chiral conversion and peptidization (e.g., Refs.
[2, 6]). Although SEM is a powerful instrumental tech-
nique able to provide interesting information on various
different peptide nano- and microstructures held together
by supramolecular forces (e.g., Ref. [9]), its hitherto re-
ported practical applications to tracing spontaneous pep-
tidization of the monomeric a-amino acid units are still
rather sporadic.[19,21]
Due to the fact that spontaneous peptidization of a-
amino acids from the monomeric molecular units is still
viewed by some as somewhat puzzling, and because the
potential of SEM in this application field has not yet
been fully exploited, the aim of this study is to demon-
strate the usefulness of SEM to document the formation
of the heteropeptide structures in solutions of the three
a-amino acid pairs (L-Cys@L-Phe, L-Cys@L-Phg, and L-
Cys@L-Pro). L-Cys is the simplest sulfur-containing pro-
teinogenic amino acid equipped with three functionalities
(@SH,@NH2, and@COOH), which are responsible for the
spherical structure of its own homopeptides,[23] whereas
L-Phe, L-Phg, and L-Pro are equipped with a set of two
functionalities each (@NH2 or =NH, and @COOH). It was
preliminarily assumed that spontaneous peptidization
taking place in the three binary a-amino acid mixtures,
each of them containing L-Cys as a structural motif with
the three functionalities, would result in an easily recog-
nizable spherical morphology of the respective hetero-
peptides. As auxiliary techniques, HPLC, the biuret test,
and mass spectrometry (MS) were applied. Nevertheless,
we additionally performed microbiological tests for the
possible presence of microorganisms in the a-amino acid
solutions stored for one month or more, following the
procedure described in detail in Ref. [2]. These tests re-
vealed no DNA in our samples, and we therefore con-
cluded that they were free of contamination from any mi-
croorganisms.
2. Results and Discussion
The chemical structures and molecular weights of the
four L-a-amino acids (i.e. , L-Cys, L-Phe, L-Phg, and L-
Pro) investigated in the framework of this study are given
in Table 1. Spontaneous formation of the condensation
products as a result of ageing of the four monocomponent
and the three binary a-amino acid samples in an antisep-
tic solvent (70% aqueous methanol) was traced with use
of SEM. For a confirmatory purpose, HPLC, the biuret
test, and MS were used as auxiliary analytical techniques.
2.1 Scanning Electron Microscopy
To demonstrate the heteropeptide formation in the aged
binary solutions (L-Cys@L-Phe, L-Cys@L-Phg, and L-
Cys@L-Pro), the scanning electron micrographs were reg-
istered to compare the precipitates obtained from the
aged monocomponent (Figure 1) and the binary
(Figure 2) solutions in 70% aqueous methanol.
The nano- and microstructures of solid precipitates de-
rived from the four monocomponent a-amino acids are
presented in Figure 1. A difference evident among them
is apparently due to their different molecular structures.
In the case of L-Cys, the spherical morphology is ob-
served (Figure 1a), most probably due to the three func-
tionalities present in the L-Cys molecule (@COOH, @
Table 1. Chemical structures and molecular weights (MW, gmol@1)
of a-amino acids investigated in this study (L-Cys, L-Phe, L-Phg,
and L-Pro).
L-Cys L-Phe L-Phg L-Pro
Isr. J. Chem. 2016, 56, 1057 – 1066 T 2016 Wiley-VCH Verlag GmbH&Co. KGaA, Weinheim www.ijc.wiley-vch.de 1059
Full Paper
NH2, and@SH), which enable formation of the 3D homo-
peptides. Moreover, the presence of the thiol group
(@SH) in the L-Cys molecule can result in the formation
of disulfide bridges, additionally contributing to the 3D
shape of the precipitate. L-Phe characterizes with two
functionalities (@COOH and @NH2) and the phenyl ring
as a steric hindrance, able to obstruct peptidization. Con-
sequently, the L-Phe-derived homopeptides are fibrous in
shape (Figure 1b). From the aged L-Phg sample equipped
with two functionalities (@COOH and NH2), sheet-like
homopeptide structures are obtained, which are rolled in
several planes, resembling flower petals, or flakes (Fig-
ure 1c). From L-Pro with two functionalities (@COOH
and =NH), flat irregular structures are obtained. This ir-
regularity in shape is apparently due to the presence of
a pyrrolidine ring with the =NH functionality in the L-
Pro molecule.
Micrographs of the precipitates derived from the
binary a-amino acid samples are presented in Figure 2. It
was our intent to use SEM to assess the morphology of
the peptides formed in the binary systems and to decide,
if the heteropeptide structures are visually recognizable
among them. In fact, from each amino-acid pair, spherical
precipitate structures were obtained, apparently demon-
strating the fact that L-Cys was involved in the respective
heteropeptide structures. With L-Cys@L-Phe, very regular
and smooth spherical structures developed (Figures 2a–
2c). With L-Cys@L-Phg, also spherical structures were ob-
tained, although built of the irregular petal-like substruc-
tures (Figures 2d–2f). With L-Cys@L-Pro, again spherical
structures were obtained, constructed of the regular
petal-like substructures (Figures 2g–2i).
Thus, the spherical morphology of the precipitates ob-
tained from the aged L-Cys@L-Phe, L-Cys@L-Phg, and
L-Cys@L-Pro solutions was considered as a confirmatory
factor which allowed the conclusion that the heteropepti-
des were formed in each examined sample. L-Cys not
only governed the shape of the obtained precipitates, but
also the formation rates thereof. Namely, the precipitate
originating from the monocomponent L-Cys sample and
from those derived from the three binary systems were
perceived by the human eye after ageing for only two
weeks. In the case of L-Phe and L-Pro, the analogous du-
ration was three months and one month, respectively. Un-
derstandably, among the obtained peptides, not only het-
eropeptides were formed, but also homopeptides originat-
ing from each individual a-amino acid counterpart, as
will be shown in Section 2.4 (mass spectrometry results).
2.2 HPLC
The achiral HPLC-ELSD technique has been used in our
earlier studies to demonstrate the progress of peptidiza-
tion, demonstrating sequential peptide formation and
decay in the course of ageing.[1,2,19,21] An important pre-
requisite is the baseline separation of the two amino acids
in an employed HPLC system, at least in the initial
period of running the experiment. In this study, we pres-
ent a detailed example of an HPLC scrutiny of the ageing
process upon the L-Cys@L-Phe system, using the ELSD
and DAD detectors. For the remaining two cases (L-Cys@
L-Phg and L-Cys@L-Pro), basic HPLC results are shown.
In Figure 3, an entity of the HPLC results referring to
the binary L-Cys@L-Phe system monitored in the course
Figure 1. Scanning electron micrographs recorded for a) Cys, b)
Phe, c) Phg, and d) Pro dissolved in 70% aqueous methanol; aged
for: a) 2 weeks, b) 3 months, and c), d) one month, and then
evaporated to dryness. Magnification: a) X3300, b) X3300, c)
X20000, and d) X5000. Size bars are inset in each individual pic-
ture.
Figure 2. Scanning electron micrographs recorded for: a–c) L-Cys@
L-Phe, d–f) L-Cys@L-Phg, and g–i) L-Cys@L-Pro system dissolved in
70% aqueous methanol, aged for two weeks and then evaporated
to dryness. Magnification: a) X14000, b) X5000, c) X3500, d) X500,
e) X1100, f) X1100, g) X5000, h) X3000, i) X900. Size bars are inset
in each individual picture.
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of ageing is presented. First, the chromatograms recorded
almost immediately after the sample preparation (Fig-
ure 3a (i); ageing period 0.50 h) and after almost two days
storage (Figure 3a (ii); ageing period 47.00 h) are present-
ed, which show the baseline resolution of the signals. In
both chromatograms, the peaks of the two amino acids
(Cys and Phe) are accompanied by that of cysteic acid
(Cys(O3H)). Its presence in the Cys sample is unclear,
and it can either be ascribed to rapid oxidation of Cys in
the course of the solution making, or it can be a contami-
nant from the production stage. Otherwise, oxidation of
Cys to cysteic acid is inherent in certain metabolic path-
ways which occur in living organisms and result in many
pathological and ageing-related effects.[24] The chromato-
grams shown in Figure 3a (i) and (ii) clearly show the low-
ering signal intensities originating from Cys, Phe, and
Cys(O3H), which are equivalent to the respective concen-
tration drops, most probably due to peptidization. For
Cys, the observed drop was from 101.50 to 62.51 mV
(38.4%); for Phe, it was from 141.42 to 132.53 mV
(6.3%); and for Cys(O3H), it was from 65.38 to 32.20 mV
(50.8%).
Additional confirmation of the peptidization process
running in the L-Cys@L-Phe system originates from the
spectrochromatogram registered in the 2D and 3D mode
(Figure 3b (i) and (ii)) after 47.00 h sample ageing with
use of the DAD detector. In this spectrochromatogram,
the UV absorption maxima appear at the wavelength
ranges of 240, 263, and 288 nm. The maximum in the
range of 240 nm is characteristic of the amide groups (the
@CO@NH@ peptide bonds), the range of 260 nm can sug-
gest the presence of disulfide bridges, and absorption in
the range of 280 nm is due to the presence of the phenyl
ring in the molecule of Phe.[25,26] Thus, the obtained spec-
trochromatogram confirms the formation of peptide
bonds and sulfide bridges in the aged sample.
In Figure 3c, the chromatographic peak heights record-
ed for Cys, Phe, and Cys(O3H) against the ageing time of
the Cys-Phe sample (i.e., the so-called time series) for the
initial 49.00 h ageing period are presented. Changes of
the peak heights, synonymous with the respective concen-
tration changes, evidently are oscillatory in nature. In the
initial period of 24 h ageing, the general trend of the con-
centration change with Phe is an oscillatory drop and
after 24 h, an even stronger pronounced drop of the Cys
and Cys(O3H) concentrations is observed. All these con-
centration drops can be ascribed to the process of peptide
formation, with white particles of the precipitate recog-
nizable with naked eyes already after 24 h sample storage.
The concentration drop of Cys(O3H) can serve as proof
that cysteic acid is also involved in peptidization. The
simplest visual confirmation of the peptidization progress
in the L-Cys@L-Phe system can be furnished by the series
of photographs (Figure 3d (i)–(iii)), showing a vial with
the freshly prepared and clear Cys-Phe solution, and the
same vial after three days and one month ageing, respec-
tively, with the amounts of the precipitate apparently
growing with time. These dynamics of ageing going on in
the L-Cys@L-Phe system will be confirmed by the forth-
coming mass spectrometric data (Section 2.4).
The application of HPLC-ELSD to tracing the peptidi-
zation progress in the binary L-Cys@L-Phg system is
highlighted in Figures 4a and 4b, which illustrate consider-
able transformation dynamics taking place in the course
of ageing. Figure 4a shows the chromatogram registered
after 1.72 h sample storage, showing two well-separated
peaks, with the respective retention times (tR) of 3.40 and
4.29 min valid for Cys and Phg, respectively. After
191.12 h (i.e., ca. 8 days) ageing period, signals from the
two chromatographic peaks representing Cys and Phg are
not seen anymore, and instead, a new peak appears with
the retention time tR=4.19 min. Gradual disappearance
of the peak valid for Cys in the course of sample storage
demonstrates a considerable consumption of this a-amino
Figure 3. a) The HPLC-ELSD chromatograms recorded for the L-
Cys@L-Phe system dissolved in 70% aqueous methanol after (i)
0.50 h and (ii) 47.00 h sample ageing period. b) The (i) 2D and (ii)
3D HPLC-DAD spectrochromatograms recorded for the L-Cys@L-
Phe system after 48.00 h ageing period. c) Time series of the chro-
matographic peak heights for Cys, Phe, and Cys(O3H), recorded
with the ELSD detector in the course of a 49.00 h ageing period. d)
Images of the vials containing the L-Cys@L-Phe system dissolved in
70% aqueous methanol for: (i) the freshly prepared sample; (ii) the
sample after 3 days ageing; and (iii) the sample after one month
ageing.
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acid, most probably due to the peptidization process. The
new peak apparently represents the coalesced signals,
which may originate from a variety of the ageing products
and from not fully consumed monomeric Phg. In that
way, HPLC provides a convincing insight into the occur-
rence and dynamics of peptidization in the L-Cys@L-Phg
system, additionally confirmed with the mass spectromet-
ric results.
Figure 5 shows the chromatogram registered for the
binary L-Cys@L-Pro system. The two peaks representing
Cys (tR=15.12 min) and Pro (tR=14.16 min) are well re-
solved. Monitoring the progression of ageing for this pair
of a-amino acids in the course of the four-day HPLC ex-
periment did not result in any spectacular change of this
chromatographic picture, except for a certain lowering of
the peak heights, demonstrating a moderate peptidization
progress. The relatively low dynamics of peptidization is
also confirmed by the adequate mass spectrometric re-
sults.
2.3 Biuret Test
The biuret test, performed on microscopic slides for mi-
crogram quantities of the precipitates from the binary L-
Cys@L-Phe, L-Cys@L-Phg, and L-Cys@L-Pro system,
gave, in each case, an instantaneous positive result, i.e.,
an intense purple color appeared on the surface of the
solid particles, demonstrating the presence of peptide
bonds. For the sake of an example, in Figure 6a, we show
the microscopic slide with the dried solid particles of the
precipitate derived from the L-Cys@L-Phe system after
one month ageing, and in Figure 6b, the same particles
are shown, yet upon treatment with a drop of the biuret
reagent. Fully analogous results were gained for the pep-
tide particles originating from the remaining two binary
a-amino acid systems. It is perhaps noteworthy that the
analogous positive effect of the biuret test was document-
ed for the lower (and therefore soluble) peptides originat-
ing from the aged L-Phe, D-Phe, and rac-Phe solutions in
70% aqueous methanol, as reported in our earlier
study.[27]
2.4 Mass Spectrometry
Mass spectrometry was used to confirm that in the course
of the storage of the investigated binary a-amino acid
samples, homo- and heteropeptides were formed. In Fig-
ures 7a–7c, the respective mass spectra are presented, im-
plemented with the tabulated data summarizing the m/z
values of the predominant MS signals and suggesting pos-
sible structures for these signals, including the respective
numbers of peptide bonds and disulfide bridges.
From a comparison of the registered mass spectra, it
comes out that peptidization running in the L-Cys@L-Phe
system characterizes with higher yields of the higher mo-
lecular-weight peptides than the L-Cys@L-Phg system,
and the last one is the L-Cys@L-Pro system, which is the
least efficient in this respect. These results remain in
good agreement with those obtained with the use of
HPLC-ELSD. In each spectrum given in Figures 7a–7c,
signals originating from the L-Cys-derived homopeptides
(e.g., signal at m/z 339.8, corresponding to the [Cys13@
4H]4@ structure) are observed. Moreover, in each spec-
trum, signals coming from cysteic acid (Cys(O3H)) (m/z
81.0 and 168.0),[28] the cystine ((Cys)2) derived pseudomo-
lecular ions with the conjugated 35Cl@ or 37Cl@ ions (m/z
274.8 and 276.7, respectively), and Cys with the conjugat-
ed 35Cl@ ion (m/z 155.9) are present. Proportional domi-
nance of the L-Cys-derived homopeptides over homopep-
Figure 4. The HPLC-ELSD chromatograms recorded for the L-Cys@
L-Phg system dissolved in 70% aqueous methanol after (i) 1.72 h
and (ii) 191.12 h sample ageing period.
Figure 5. The HPLC-ELSD chromatogram recorded for the freshly
prepared sample of the L-Cys@L-Pro system dissolved in 70% aque-
ous methanol.
Figure 6. The microscopic slide with white particles of the peptide
precipitate: a) separated by decantation from the liquid L-Cys@L-
Phe system after one month ageing and evaporated to dryness;
and b) treated with a drop of the biuret reagent to produce purple
color as proof of the presence of peptide bonds.
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Figure 7. Mass spectra recorded in the negative ionization mode for the: a) L-Cys@L-Phe; b) L-Cys@L-Phg; and c) L-Cys@L-Pro system dis-
solved in 70% aqueous methanol and aged for 6 weeks, the suggested chemical structures of certain anions, and the respective numbers
of peptide bonds (@CO@NH@) and sulfide bridges (@S@S@).
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tides of the counterpart amino acids is evident, as the
latter signals are usually low intensity and therefore
hardly observed. However, in each discussed spectrum,
signals originating from the respective heteropeptides are
also present, and chemical structures which can be attrib-
uted to these signals are tabulated in Figures 7a–7c. In
Figure 7a, all signals starting from m/z 534.6 (signal as-
cribed to [Cys2+Phe2]
@), are attributed to the Cys-Phe
heteropeptides, and in some of them, the molecular con-
tribution from Cys is dominant. In Figure 7b, most signals
starting from m/z 289.0 (ascribed to [Cys4+ (Cys)2+
Phg6@5H]
5@) are attributed to the Cys-Phg heteropepti-
des. In the case of the L-Cys@L-Pro system (Figure 7c),
only two signals (at m/z 423.3 and 459.0, ascribed to
[Cys3+Pro@H]
@ and [Cys8+ (Cys)2+Pro8-4H]
4@, respec-
tively) are attributed to the Cys-Pro heteropeptides. Thus,
the mass spectrometric evidence is provided which con-
firms spontaneous formation of homo- and heteropepti-
des in the aged binary a-amino acid systems, and the
dominance of Cys among the condensation products. This
evidence remains in good agreement with the SEM re-
sults.
2.5 Closing Remarks
Experimental confirmation of the spontaneous formation
of heteropeptides in the binary solutions of L-Cys@L-
Phe, L-Cys@L-Phg, and L-Cys@L-Pro, obtained with use
of HPLC and MS, remains in full agreement with our ear-
lier findings, which are presented in numerous papers
(e.g., Refs. [1,2, 6, 17,19,22]). Micrographs presented in
this study provide experimental proof obtained with one
more analytical technique (SEM) to show that peptides
can be formed from the monomeric and enantiomerically
pure a-amino acids in an abiotic aqueous organic system.
The hallmarks of the heteropeptide formation in the
three different binary a-amino acid systems are spherical
microstructures shown in Figure 2, due to the presence of
L-Cys in each investigated system. These spherical pat-
terns are most probably due to the supramolecular pep-
tide aggregations and clearly resemble spherical supra-
molecular entities obtained from the Cys-containing tri-
peptides shown in Ref. [9]. Although it would hardly be
possible to establish a critical molar concentration (CMC)
at which different homo- and heteropeptides start assem-
bling into supramolecular aggregates kept together by in-
termolecular forces, it seems largely probable that even if
highly diluted, the L-Cys monomer with its three func-
tionalities (@SH, @NH2, and @COOH) actively initiates
the 3D homo- and hetero-oligopeptides formation, still
before the supramolecular aggregates are formed. More-
over, it is worth remembering that peptidization in solu-
tion is a process which consists of sequential formation
and decay of peptide bonds (with partial reconstitution of
the amino-acid monomers).
The research presented in this study can also be viewed
as a voice in a dialogue with the report given in Ref. [9]
on the formation of the analogous spherical heteropep-
tide nanostructures from the L-Cys containing tripeptides
dissolved in the 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFP)
(an analog of 2-propanol, yet devoid of the six hydrogen
atoms and therefore employed as a protective solvent,
with a minimized ability to form the H-bonds, basically
for steric reasons). In that report, the authors proposed
a model which assumes the formation of the L-Cys con-
taining spherical peptides from peptide sheets by their
closure along the two axes (Figure 5 in Ref. [9]), which in
view of our earlier and present findings does not necessa-
rily represent a real mechanism for spherical nanostruc-
ture formation. Namely, it is not guaranteed that HFP
provides sufficient protection of the L-Cys containing tri-
peptides from a split off of the monomeric amino-acid
units (due to the nonlinear peptidization process discov-
ered in our earlier studies), so that the formation of the
spherical supramolecular entities discussed in Ref. [9] can
well start on a monomeric L-Cys level, induced by the
three functionalities of this particular a-amino acid (a
possibility postulated in this study).
3. Conclusion
The nonlinearity of spontaneous peptidization can easily
be demonstrated with the use of HPLC. Morphological
characterization of the peptides formed in the L-Cys-con-
taining binary a-amino acid mixtures (and more specifi-
cally, the spherical shape thereof), as performed with use
of SEM, strongly suggests that in each case, the hetero-
peptides are formed. This suggestion is convincingly sup-
ported by the biuret test and the respective MS results.
SEM proves a very straightforward and robust analytical
tool for studying peptidization of a-amino acids in abiotic
liquid media.
4. Experimental
4.1 Reagents
In the experiment, we used L-Cys hydrochloride monohy-
drate (Reanal, Budapest, Hungary), L-Phe, L-Pro (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany), and L-Phg (Sigma-Al-
drich, St Louis, MO, USA). All a-amino acids were of an-
alytical purity. Methanol (Sigma-Aldrich) was of HPLC
purity. Water was deionized and double distilled in our
laboratory by means of the Elix Advantage model Milli-
pore System (Molsheim, France).
For the SEM, HPLC, and MS experiments, concentra-
tions of the investigated a-amino acids in the binary mix-
tures (dissolved in 70% aqueous MeOH) were
1.0 mgmL@1 each (i.e., 8.25X10@3 mol ·L@1 for L-Cys,
6.054X10@3 mol ·L@1 for L-Phe, 6.15X10@3 mol ·L@1 for L-
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Phg, and 8.69X10@3 mol ·L@1 for L-Pro). The 70% aque-
ous methanol, known for its strong antiseptic properties,
was selected to protect the amino-acid solutions from mi-
crobial action in the experiments of sample ageing. Stor-
age of samples for the purpose of the SEM, HPLC, and
MS analyses was at 22:1 8C.
4.2 Scanning Electron Microscopy
Series of micrographs of the condensation products spon-
taneously formed as nano- and microstructures in the
monocomponent and binary a-amino acid solutions in
70% aqueous methanol were recorded (upon the evapo-
ration of the solvent to dryness) after the sample ageing
period of two weeks (L-Cys, L-Phg, L-Cys@L-Phe, L-
Cys@L-Phg, and L-Cys@L-Pro), three months (L-Phe),
and one month (L-Pro) with use of the Jeol JSM-7600F
model scanning electron microscope, SEM (Jeol, Japan).
4.3 HPLC
The condensation process instantaneously starting in each
freshly prepared binary amino-acid solution was moni-
tored by means of the achiral HPLC with the ELSD and
DAD detectors. This HPLC mode was employed to re-
solve the oligopeptides from the non-peptidized amino
acids and to fractionate the oligopeptides. The analyses
were carried out using a Varian model 920 liquid chroma-
tograph (Varian, Harbor City, CA, USA) equipped with
a Varian 900-LC model auto sampler, a gradient pump,
a Varian 380-LC model ELSD detector, and Galaxie soft-
ware for data acquisition and processing. For the analysis
of the L-Cys@L-Phe and L-Cys@L-Phg binary systems,
the Varian C18 column (250 mmX4.6 mm i.d., 5 mm parti-
cle diameter; cat. no. A3000250C046) was used. For the
analysis of the L-Cys@L-Pro binary system, the Hypersil
C8 column (250 mmX4.6 mm i.d., 5 mm particle diameter;
cat. no. 28205-254630) was used.
All analyses were carried out in the isocratic mode.
With L-Cys@L-Phe and L-Cys@L-Phg, the injected
sample aliquots were 5 mL, and MeOH:H2O (20:80, v/v)
was employed as the mobile phase at a flow rate of
0.8 mLmin@1. With L-Cys@L-Pro, the injected sample ali-
quots were 3 mL, and MeOH:H2O (80:20, v/v) was em-
ployed as the mobile phase at a flow rate of 0.4 mLmin@1.
The analysis of the L-Cys@L-Phe and L-Cys@L-Phg sys-
tems was carried out in 8 min intervals, and that of the L-
Cys@L-Pro system, in 20 min intervals. The chromato-
graphic columns were thermostatted at 35 8C in the
Varian ProStar 510 model column oven.
4.4 Biuret Test
The biuret test, first described in 1961,[29] is now a stan-
dard analytical procedure enabling easy detection of the
presence of peptides and proteins in many liquids (includ-
ing blood and urine – it is widely used in medical analy-
sis). In the biuret test, the Cu2+ ion forms complexes with
at least two peptide groups; as a result of this, the system
changes color from blue (characteristic of the solvated
copper ions) to pink (characteristic of dipeptides) or
purple (characteristic of higher peptides). The biuret re-
agent used in this study contained 78.6 g CuSO4 · 7H2O
and 10 g NaKC4H4O6 · 4H2O, 50 mL 10% (w/w) NaOH,
and water, and the total volume was diluted to 1 L. In
this solution, the concentration of Cu(II) ions was
0.26 molL@1 and the concentration of NaOH was
2.7 molL@1.
The biuret test was performed upon the microgram
quantities of the peptide precipitates separated from the
L-Cys@L-Phe, L-Cys@L-Phg, and L-Cys@L-Pro system by
the decantation, deposited on the microscopic slides and
evaporated to dryness. Then each sample of the dry pre-
cipitate was treated with a drop of the biuret reagent.
4.5 Mass Spectrometry
Mass spectra of the L-Cys@L-Phe, L-Cys@L-Phg, and L-
Cys@L-Pro solutions in 70% aqueous methanol aged for
6 weeks were recorded with the use of the Thermo LCQ
Deca XP Plus MS system. The working MS conditions
were as follows: ESI mode (ESI-MS scan, negative ioni-
zation, capillary voltage 50 V, needle voltage 5 kV, and
needle temperature 250 8C).
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Abstract The goal of this study was to provide experimental evidence on the
dynamics and mechanism of spontaneous oscillatory peptidization in an abiotic
system with three a-amino acid pairs (L-Met-L-Ser, L-His-L-Thr, and L-Cys-L-Phg),
and to discuss these data in the context of an earlier established theoretical model.
For each individual a-amino acid in a monocomponent and binary system, the
dynamics of peptidization was traced with aid of the high performance liquid
chromatograph with the evaporative light scattering detector. As an auxiliary
technique, mass spectrometry (MS) was employed to scrutinize structures of the
resulting peptides. With L-Met-L-Ser and L-His-L-Thr, the dynamics of one amino
acid (L-Met and L-Thr, respectively) dominated over that of its counterpart. With L-
Cys-L-Phg, no such predominance of the dynamics of one a-amino acid over that of
its counterpart was observed. Mass spectrometric results confirmed the formation of
heteropeptides with each investigated a-amino acid pair. With L-Met-L-Ser, L-His-
L-Thr, and L-Cys-L-Phg, synchronization of the oscillatory behavior in the binary
systems was observed, witnessing to mutual cross-catalysis of the two counterparts,
assumed by case 4 of the theoretical model.
Keywords Binary alpha-amino acid systems  Spontaneous peptidization
dynamics  Abiotic amino acid solutions  High performance liquid
chromatography  Mass spectrometry
& Teresa Kowalska
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Introduction
The research on spontaneous oscillatory chiral conversion of the low molecular weight
carboxylic acids was initiated over a decade ago with a paper demonstrating this
phenomenon upon an example of S(?)ibuprofen [1] and later it was confirmed as a
general phenomenon with a selection of other compounds from the groups of profen
drugs, hydroxyl acids and amino acids (e.g., [2–4]). Then it was found out that
spontaneous oscillatory chiral conversion of the aforementioned compounds is
accompanied by spontaneous oscillatory condensation of the same compounds and the
two processes are running in the parallel [5–7]. Papers [1–7] furnish general information
on the possiblemolecularmechanisms of these two oscillatory processes, which involve
anon-chiral enol/enolate ion intermediary step andcanbe illustrated by the schemegiven
in Fig. 1 (for the sake of this study, illustrating the case of amino acids).
Although the experiments presented in papers [1–4]were the first ones to demonstrate
spontaneous chiral oscillations, this phenomenonhad been assumed earlier byStich et al.
[8] in their theoreticalmodel. Chiral oscillations were directly anticipated in a theoretical
activation-polymerization-epimerization-depolymerization (APED) model by Plasson
et al. [9], whereas some othermodels [10–12] had to bemodified or reinterpreted in order
to account for chiral, rather than just mere chemical oscillations.
In paper [13], the high performance liquid chromatographic results were
presented on spontaneous peptidization dynamics for L-Pro, L-Hyp, and L-Pro-L-
Hyp in 70 % aqueous methanol. It was demonstrated that in the monocomponent
amino acid solutions, each compound underwent peptidization with its own
dynamics, whereas in a binary solution, both amino acids followed the predominant
peptidization dynamics of L-Pro. Based on these experimental results, a theoretical
model was developed which assumed four different peptidization cases in the binary
amino acid mixtures. Case 1 does not assume any cross-catalysis between the two
amino acids in a binary solution, so that the peptidization products can only be
homopeptides derived from each individual amino acid. Cases 2 and 3 anticipate
one or another amino acid apt to cross-catalysis, respectively, and the formation of
the homo- and heteropeptides in the system. Case 4 assumes cross-catalysis of both
partners and formation of the homo- and heteropeptides also. It can be distinguished
from the remaining cases 1–3 by the unique synchronization of the oscillatory
Fig. 1 The parallel processes of chiral conversion and peptidization of an amino acid
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behavior of both partners in a binary system. Recently, a striking finding related to
the spontaneous non-linear peptidization of amino acids was described in papers
[14, 15], namely pulsating changes of the insoluble and hence precipitated higher
peptides, which can be perceived even with human eye and instrumentally traced
with use of turbidimeter operating in the continuous registration mode.
Continuing our investigations on the peptidization dynamics of a-amino acids in
the abiotic binary mixtures, in this paper, we present new experimental results
obtained for the three randomly selected a-amino acid pairs (L-Met-L-Ser, L-His-L-
Thr, and L-Cys-L-Phg). Chemical structures and molecular weights (MW) of the
amino acids involved are given in Table 1. The main objective of this study was to
compare the peptidization dynamics in the monocomponent amino acid solutions
against those in the binary mixtures, in the context of their respective chemical
structures and the earlier developed theoretical model. The main analytical
technique to trace peptidization dynamics was high performance liquid chromatog-
raphy with the evaporative light scattering detection (HPLC-ELSD), and as an
auxiliary instrumental technique, mass spectrometry (MS) was used to scrutinize
chemical structures of the obtained peptides.
Experimental
Reagents
In our experiment, we used L-Ser, L-Met, L-Cys, L-Thr and L-His (Reanal,
Budapest, Hungary), and L-Phg (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). All amino
Table 1 Chemical structures and molecular weights (MW) of a-amino acids investigated in pairs L-Met-
L-Ser, L-His-L-Thr, and L-Cys-L-Phg
L-Met-L-Ser L-His-L-Thr L-Cys-L-Phg
L-Met L-His L-Cys
MW = 149.21 MW = 155.15 MW = 121.16
L-Ser L-Thr L-Phg
MW = 105.09 MW = 119.12
OH
NH2
O
MW = 151.16
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acids were of analytical purity. Methanol and acetonitrile (Sigma-Aldrich) were of
HPLC purity. Water was de-ionized and double distilled in our laboratory by means
of the Elix Advantage model Millipore System (Molsheim, France).
For the HPLC/ELSD, HPLC/MS, and MS experiments, we prepared the
1.0 mg mL-1 solutions of L-Phg, L-Thr, L-Ser, and L-Cys (i.e., 6.61 9 10-3
mol L-1 for L-Phg, 8.39 9 10-3 mol L-1 for L-Thr, 9.52 9 10-3 mol L-1 for L-
Ser, and 8.25 9 10-3 mol L-1 for L-Cys) in 70 % aqueous MeOH, and the
2.0 mg mL-1 solutions of L-His and L-Met (i.e., 1.29 9 10-2 mol L-1 for L-His
and 1.34 9 10-2 mol L-1 for L-Met) in 70 % aqueous MeOH. The 70 % aqueous
methanol, known for its strong antiseptic properties, was selected in order to protect
the amino acid solutions purposely stored for longer periods of time from the
microbial action.
HPLC with evaporative light scattering detection
The condensation process instantaneously commencing in each freshly prepared
monocomponent and binary amino acid solution was monitored by means of the
achiral HPLC with the ELSD detector. This HPLC mode was employed to separate
the oligopeptides from the non-peptidized amino acids and also to fractionate the
oligopeptides. The analyses were carried out using the Varian model 920 liquid
chromatograph (Varian, Harbor City, CA, USA) equipped with the Varian 900-LC
model autosampler, the gradient pump, the Varian 380-LC model ELSD detector,
and the Galaxie software for data acquisition and processing. For the analysis of L-
Met-L-Ser and L-His-L-Thr, the Hypersil C18 (5 lm particle diameter) column
(150 mm 9 4.6 mm i.d.; ThermoQuest; cat. no. 3718-062) was used, and for the
analysis of L-Cys-L-Phg, the Pursuit 5 C18 (5 lm particle diameter) column
(250 mm 9 4.6 mm i.d.; Varian; cat. no. A3000250C046) was employed.
All analyses were carried out in the isocratic mode. With L-Met-L-Ser and L-His-
L-Thr, the injected sample aliquots were 3 lL, and with L-Cys-L-Phg, the injected
sample aliquots were 5 lL. With the monocomponent L-Met and L-Ser solutions,
and the binary L-Met-L-Ser mixture, acetonitrile: 1 % aqueous CH3COOH (10:90,
v/v) was employed as a mobile phase, at a flow rate of 0.8 mL min-1. With the
monocomponent L-His and L-Thr solutions, and the binary L-His-L-Thr mixture,
methanol: 1 % aqueous CH3COOH (50:50, v/v) was employed as a mobile phase, at
a flow rate of 1.0 mL min-1. With the monocomponent L-Cys and L-Phg solutions,
and the binary L-Cys-L-Phg mixture, methanol:water (20:80, v/v) was employed as
a mobile phase, at a flow rate of 0.8 mL min-1. The chromatographic columns were
thermostatted at 35 C in the Varian ProStar 510 model column oven. The analyses
of the L-Met-L-Ser, L-His-L-Thr and L-Cys-L-Phg systems were carried out for 30 h
in the 8-min intervals.
HPLC with mass spectrometric detection
The high performance liquid chromatographic system described in the preceding
section was additionally equipped with the Varian 100-MS mass spectrometric
detector and the Varian MS Workstation v. 6.9.1 software for data acquisition and
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processing. The mass spectrometric detection was carried out for the L-Met-L-Ser
solution in 70 % aqueous methanol aged for 9 days. The working MS conditions
were the following ones: the ESI mode (ESI–MS scan, negative ionization, spray
chamber temperature 50 C, drying gas temperature 350 C, drying gas pressure
25 psi, capillary voltage 50 V, needle voltage 5 kV).
MS
For the mass spectrometric analyses, we used the Thermo LCQ Deca XP Plus MS
system. The analyses were carried out for the binary L-His-L-Thr and L-Cys-L-Phg
solutions in 70 % aqueous methanol aged for 8 and 1 month, respectively. The
working MS conditions were the following ones: the ESI mode (ESI–MS scan,
positive and negative ionization, capillary voltage 50 V, needle voltage 5 kV, and
needle temperature 250 C).
Results and discussion
A basic requirement to reliably trace concentration changes of individual amino
acids in a binary solution as a function of time is to employ a chromatographic
system that allows the baseline separation of the amino acid pairs. Moreover, the
Fig. 2 The base-line separations of the investigated amino acids in the binary mixtures with use of the
employed HPLC-ELSD system: a Met-Ser; b His-Thr; c Cys-Phg
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shorter is an individual analytical run, the more detailed kinetic information can be
obtained on the dynamics of peptidization. The HPLC-ELSD working conditions
assumed in this study fully satisfy the aforementioned requirements. Each
chromatographic run was carried out for 8 min only (i.e., sampling was automat-
ically done in the 8-min intervals). The baseline separation of each investigated
amino acid pair was obtained, as shown in Fig. 2. The retention times of L-Met and
L-Ser were 3.1 ± 0.2 and 2.5 ± 0.2 min, those of L-His and L-Thr were 3.1 ± 0.2
and 2.1 ± 0.1 min, and those of L-Cys and L-Phg were 3.5 ± 0.1 and
4.4 ± 0.1 min.
HPLC-ELSD of L-Met, L-Ser, and L-Met-L-Ser
In the course of the 30-h lasting ageing of the monocomponent L-Met and L-Ser
solutions and the binary L-Met-L-Ser mixture, the chromatographic peak heights of
individual amino acids were changing in a non-linear fashion, unequivocal with the
respective non-linear concentration changes (Figs. 3a–3c). Based on the plots given
in Figs. 3a–3c, the following observations were made. First, the amplitudes of the
oscillatory concentration changes with L-Met in the monocomponent solution were
Fig. 3 Time series of the chromatographic peak heights for Met-Ser in 70 % aqueous methanol
(registered with ELSD detector): a single Met; b single Ser; c Met and Ser in a binary mixture. The
0–30 h storage period
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in the range of 100 mV signal intensity units (Fig. 3a), whereas with the monomeric
L-Ser and the binary L-Met-L-Ser solution, they were by one magnitude order lower
(Fig. 3b and c). These results indicate that the peptidization process of L-Met in the
monocomponent solution characterizes with different dynamics from that in the
binary solution. Second, the oscillatory patterns of the time series of the
chromatographic peak heights valid for L-Met and L-Ser in the binary L-Met-L-
Ser system are perfectly synchronized (Fig. 3c), witnessing to mutual cross-
catalysis of the two counterparts, assumed by case 4 of the theoretical model [13].
Third, the oscillatory patterns of L-Ser and L-Met in the monocomponent solutions
look different from one another (Figs. 3a and 3b), yet in the binary mixture both of
them roughly resemble that of pure L-Met (even, if the amplitudes of the
concentration changes in the former case are lower than in the latter one). This
observation suggests that the dynamics of peptidization in the binary L-Met-L-Ser
solution is controlled by that of L-Met (which contains 4 carbon atoms in its
aliphatic chain against three carbon atoms of L-Ser). Thus, it can be assumed that
the higher aliphatic chain length of L-Met more effectively hinders intermolecular
interactions of the –NH2 and –COOH functionalities and hence, L-Met controls an
Fig. 4 Time series of the chromatographic peak heights for His-Thr in 70 % aqueous methanol
(registered with ELSD detector): a single His; b single Thr; c His and Thr in a binary mixture. The 0–30 h
storage period
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overall peptidization dynamics (and more specifically, the rate of the heteropeptides
formation).
HPLC-ELSD of L-His, L-Thr, and L-His-L-Thr
The second investigated amino acid pair was L-His-L-Thr. The time series of the
peak heights for L-His and L-Thr in the monocomponent amino acid solutions and
in the L-His-L-Thr binary system are presented in Figs. 4a–4c. Based on these plots,
the following observations were made. First, the amplitudes of the oscillatory peak
height changes are similar for the amino acids in the monocomponent and the binary
systems, and remain in the range of several dozen mV signal intensity units. Second,
the oscillatory patterns of the time series of the chromatographic peak heights valid
for L-His and L-Thr in the binary system are well enough synchronized (Fig. 4c),
again witnessing to mutual cross-catalysis of the two counterparts, assumed by case
4 of the theoretical model [13]. Third, the time series patterns valid for L-His and L-
Thr in the monocomponent solutions are not similar (Figs. 4a and 4b), yet in the
binary mixture it looks somewhat different (Fig. 4c). Although for the initial 15-h
ageing, the oscillatory patterns valid for L-His and L-Thr do not resemble those for
the monocomponent systems, later (i.e., starting from the 15 h ageing) they start
Fig. 5 Time series of the chromatographic peak heights for Cys-Phg in 70 % aqueous methanol
(registered with ELSD detector): a single Cys; b single Phg; c Cys and Phg in a binary mixture. The
0–30 h storage period
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resembling pattern valid for the monomeric L-Thr. This observation suggests that
starting from that moment, the dynamics of peptidization in the binary L-His-L-Thr
solution becomes controlled by that of L-Thr. This predominance of L-Thr can be
due to four carbon atoms in its aliphatic chain against three carbon atoms of L-His.
However, L-His contains a bulk imidazole group in its structure, also able to
obstruct intermolecular interactions of the –NH2 and –COOH functionalities, and L-
Thr contains the -OH group, which allows a competitive condensation pattern
through esterification. Probably these are the main reasons why the predominance of
the L-Thr pattern is not instantaneous.
HPLC-ELSD of L-Cys, L-Phg, and L-Cys-L-Phg
In the course of the 30-h ageing of the monocomponent L-Cys and L-Phg solutions
and the binary L-Cys-L-Phg system, the non-linear changes of the chromatographic
peak heights with both amino acids were observed, unequivocal with the respective
concentration changes (Figs. 5a–5c). Based on these plots, the following observa-
tions were made. First, the amplitudes of the L-Cys peak height oscillations in the
monocomponent system are higher than those of L-Phg, and the same observation is
valid for the initial ca. 20 h of the binary system also. In the final 10 h of the binary
sample storage, the oscillatory amplitudes for both amino acids become comparable
with each other. Second, starting from the third hour of the binary sample storage,
concentration changes of L-Cys and L-Phg are well enough synchronized (Fig. 5c),
witnessing to mutual cross-catalysis of the two counterparts, assumed by case 4 of
the theoretical model [13]. Third, the oscillatory patterns of L-Cys and L-Phg in the
monocomponent systems are not similar (Figs. 5a and 5b) and in the binary mixture,
none of these two oscillatory patterns predominates. Although the aliphatic chains
of L-Cys and L-Phg contain 3 and 2 carbon atoms, respectively, their condensation
abilities are substantially different. L-Cys contains not only the –NH2 and –COOH
functionalities in its molecule, but also a reactive thiol (–SH) group, responsible for
spontaneous formation of disulfide bridges and hence, for the ternary structure and
the spherical shape of the L-Cys-derived proteins and peptides [16, 17]. On the other
hand, an aromatic ring in molecular structure of L-Phg can partially shield its –NH2
and –COOH functionalities, thus hampering the peptidization dynamics of L-Phg.
HPLC–MS of L-Met-L-Ser
The HPLC–MS analysis was performed for the aged L-Met-L-Ser sample (after
9 days ageing) and its goal was to check, if peptidization spontaneously carried out
in this binary system results in both, homo- and heteropeptides (or in homopeptides
only). In Fig. 6, we give an HPLC–MS chromatogram and the mass spectra
recorded for chromatographic peak 1 (Ser), peak 2 (Met), and peak 3 (the main
peptidization product). With peak 1 (Ser), we observe the predominant signal at m/z
233, which can be attributed to the homopeptide structure [Ser3-COOH–H]
-, yet
signal at m/z 104 originating from the Ser molecular ion ([Ser-H]-) is also present.
The remaining signals are of low intensity only and they can be attributed to
peptides. With peak 2 (Met), signal at m/z 148 originating from the Met molecular
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ion ([Met-H]-) is present, but signals originating from peptides are predominant.
With peak 3 (the main peptidization product), the molecular ions derived from Ser
and Met are absent, but a good number of signals originating from heteropeptides
can be observed (e.g., signals at m/z 1717 and 1895, which can be attributed to
[Ser12?Met5]
- and [Ser2?Met13]
-, respectively). To sum up, peptidization
spontaneously running in the L-Met-L-Ser sample results both, in homo- and
heteropeptides.
MS of L-His-L-Thr and L-Cys-L-Phg
Investigations by means of MS were carried out for the aged binary solutions of L-
His-L-Thr and L-Cys-L-Phg. In Fig. 7, we show mass spectra recorded for the
binary L-His-L-Thr system in the positive (Fig. 7a) and negative ionization mode
(Fig. 7b), respectively. In Figs. 8a and 8b, the analogous mass spectra are presented,
valid for the aged L-Cys-L-Phg system. In all these spectra, signals originating from
molecular ions of the investigated a-amino acids can be seen (i.e., originating from
the [His?H]?, [His-H]-, [Thr?H]?, [Thr-H]-, [Cys-H]-, and [Phg?H]? ion).
The most interesting signals are, however, those originating from the spontaneously
formed peptides. These signals are abundant and the predominant number thereof
originates from heteropeptides, although signals originating from homopeptides are
encountered as well. For the sake of example, let us point out to such homopeptides,
as [Thr3?2H]
2? (m/z 160.5; Fig. 7a), and [Cys2?2Na]
2?, [Phg8?2H]
2?, and
[Cys5?Na]
? (m/z 135.0, 540.2, and 556.0; Fig. 8a). Generally, the observed
heteropeptides can be divided into two groups. In one group, an evident quantitative
predominance of one amino acid over its counterpart is observed and the following
Fig. 6 The HPLC–MS chromatogram recorded for the aged Met-Ser solution in 70 % aqueous methanol
and the respective mass spectra recorded for Ser (peak 1), Met (peak 2), and main peptidization product
(peak 3)
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Fig. 7 Mass spectra recorded in the a positive and b negative ionization mode for the His-Thr solution in
70 % aqueous methanol aged for 8 months, suggested chemical structures of certain cations and anions,
and the respective numbers of peptide bonds (–CO–NH–)
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Fig. 8 Mass spectra recorded in the a positive and b negative ionization mode for the aged Cys-Phg
solution in 70 % aqueous methanol aged for 1 month, suggested chemical structures of certain cations
and anions, and the respective numbers of peptide bonds (–CO–NH–) and disulfide bridges (–S–S–)
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signals can be given as an example: m/z 484.9, [His9?Thr2?3H]
3?; m/z 775.8,
[His2?Thr12?2Na]
2?; m/z 308.8, [His3?Thr8-4H]
4-; m/z 1316.0, [His8?Thr2]
-;
m/z 543.1, [Cys?Phg3?Na]
?; m/z 1265.4, [Cys8?Phg3?Na]
?, m/z 470.8,
[Cys11?Phg2-3H]
3-; and m/z 725.0, [Cys?Phg10-2H]
2-. The other group
contains heteropeptides in the molecular ratio of 1:1 (e.g., [Thr2?His2-3H]
3-
and [Cys?Phg-2H]2- at m/z 163.7 and 126.6, respectively.
Conclusions
The experimental results presented in this study show that with each investigated a-
amino acid pair (L-Met-L-Ser, L-His-L-Thr, and L-Cys-L-Phg), synchronization of
the oscillatory concentration changes of the monomeric amino acids is observed,
witnessing to mutual cross-catalysis of the two counterparts. These results serve as
an experimental confirmation of case 4 of the theoretical model presented
elsewhere. Case 4 seems to be the most physical one from the point of view of
the law of mass action, because it anticipates intermolecular interactions among all
molecules present in a given system. Additional experimental support is provided by
the mass spectrometric evidence on the heteropeptide formation with each
investigated binary system. An effect of molecular structure of the amino acids
involved (and more specifically, the shielding effect of the –NH2 and –COOH
functionalities with aliphatic chains) on an overall dynamics of peptidization is
perceptible as well as an influence of the other functionalities present in certain
molecules (–OH with L-Thr and –SH with L-Cys).
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Summary. In this short communication, we report on three striking phenomena of the 
circadian rhythm. One was observed with the non-linear concentration changes of the 
monomeric L-Cys and the non-linear yields of the L-Cys derived peptides, when under-
going spontaneous non-linear peptidization. The other one was observed with the bina-
ry L-Phe-L-Pro system, and the third one with L-Ser, D-Ser, and DL-Ser. So far, no analo-
gous reports have been released on the circadian rhythm of the spontaneous non-linear 
peptidization of proteinogenic amino acids in a sterile abiotic environment (70% aqueous 
acetonitrile, or 70% aqueous methanol solutions). At the moment, we cannot find any ra-
tional explanation of this phenomenon, yet it seems highly probable that its origin is 
analogous to or even of a primordial nature for the circadian rhythm phenomena abun-
dantly found in biological samples by other researchers. An experimentally established 
lack of the circadian rhythm with peptidization of the non-proteinogenic amino acid (D-
Ser) can encourage us to revisit a still unsolved question of homochirality preconditions. 
 
Key Words: circadian rhythm, proteinogenic amino acids, spontaneous non-linear pep-
tidization, HPLC-ELSD, turbidimetry, homochirality precondition 
 
 
Experiment 
 
Spontaneous non-linear peptidization of proteinogenic amino acids dis-
solved in aqueous organic solvents was demonstrated in our earlier reports 
(e.g., [1–5]), and possible molecular mechanism of this process was also dis-
cussed. These investigations were carried out for the solutions containing 
single amino acids and the amino acid pairs. In paper [5], a theoretical mod-
el was proposed assuming four possible cases of spontaneous peptidization 
in solutions containing a pair of amino acids. 
The main analytical tool employed in the aforementioned papers to 
trace spontaneous non-linear changes of the amino acid concentration in the 
course of sample storage (and ageing) was high-performance liquid chro-
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matography with evaporative light scattering detection (HPLC–ELSD). 
With its aid, the monomeric amino acid fraction can be separated from the 
spontaneously formed peptides and the time series of the changing peak 
heights valid for the monomeric amino acid witnesses to its non-linear con-
centration changes in the course of storage. These changes provide an indi-
rect hint as to the non-linear changes of the resulting peptide yields also. Di-
rect evidence of the non-linear changes of peptide yields can be obtained 
with aid of turbidimetric measurements in continuous mode. Such meas-
urements can reveal non-linear turbidity changes of the amino acid solution 
(unequivocal with the changing peptide yields) right from the moment of 
the amino acid dissolution and long before the insoluble higher peptides 
precipitate, which then can be traced with human eye. 
Currently, we intend to focus on our results mostly published else-
where, yet without earlier pointing out to one of the most striking features 
of the spontaneous non-linear peptidization of the proteinogenic amino ac-
ids, and namely on the circadian rhythm of this process, revealed both with 
aid of HPLC-ELSD and turbidimetry. 
First example demonstrates the circadian rhythm of the non-linear con-
centration and the yield changes with the monomeric L-Cys and the L-Cys-
derived peptides, respectively, as traced in the course of the 4 days lasting 
L-Cys solution storage. Details concerning the experimental conditions are 
given elsewhere [6] and here, let us only emphasize that the investigated 
samples were protected from the day-night light changes (both in the au-
tosampler of the chromatograph and the turbidimetric cell). Moreover, the 
chromatographic column of the C18 type used for the HPLC-ELSD experi-
ments was thermostatted at 35°C, and turbidimeter was put in a foamed 
polystyrene box to preserve constant temperature throughout an entire ex-
periment (22±0.5°C). Last not least, the L-Cys sample was prepared in the 
aseptic 70% aqueous acetonitrile. The results obtained are shown in Fig 
1(a),(b). Above each of the two plots, roughly estimated periods of the plot 
shape repetitions are given. In the case of the concentration changes with 
the monomeric L-Cys, these periods range from 23.75 to 24.95 h, and the 
analogous repetition periods on the plot of the peptide yield changes range 
from 21.60 to 25.20 h. Taking into account the physical difference between 
the monomeric L-Cys concentration and an overall turbidity of the peptides 
containing L-Cys solution, and the difference in accuracy of the chromato-
graphic and turbidimetric measurements, there is no doubt that the two re-
sult sets given in Fig. 1(a),(b) unequivocally witness to the circadian rhythm 
of the L-Cys peptidization. 
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Fig. 1. (a) The chromatographic peak height changes of the monomeric L-Cys and (b) the 
turbidity changes for the L-Cys solution in 70% aqueous acetonitrile in the initial 4 days 
of the sample storage. Concentration of L-Cys was equal to 0.7 mg mL–1 
 (5.77 × 10-3 mol L–1). Duration of the plot shape repetition periods (∆t, [h]) is marked 
above the respective plots 
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Second example demonstrates the circadian rhythm of the non-linear con-
centration changes with L-Phe and L-Pro in the binary L-Phe-L-Pro system, 
and the circadian rhythm of the turbidity changes in the same system, as 
traced in the course of the 11 days lasting sample storage. The HPLC-ELSD re-
sults valid for second example were originally presented in paper [3].  The L-
Phe-L-Pro sample was also dissolved in 70% aqueous acetonitrile, and it 
was protected from the day-night light changes in the autosampler of the 
chromatograph and the turbidimetric cell, respectively. The chromato-
graphic column of the C18 type was thermostatted at 35° and the turbidime-
ter temperature was kept steady in the previously described way (22±0.5°C). 
The results obtained are shown in Fig. 2(a),(b). Periodicity of the plot shape 
repetitions (HPLC-ELSD) valid for L-Phe and L-Pro ranges from 18.23 to 
25.67 h, yet in most cases the repeatability periods are closer to each other 
and range from 20.40 to 23.51 h (Fig. 2(a)). Even more regular is the shape of 
the registered turbidity plot (Fig. 2(b)) and in this case, the plot repeatability 
periods hold between 19.66 and 26.80 h. Thus it can be stated that sponta-
neous peptidization of L-Phe and L-Pro in the binary L-Phe-L-Pro system 
proceeds in the circadian rhythm. 
 
(a) 
 
 
Fig. 2. (a) The chromatographic peak height changes of the monomeric L-Phe and L-Pro 
in the binary L-Phe-L-Pro solution in 70% aqueous acetonitrile and (b) the turbidity 
changes for the L-Phe-L-Pro solution in 70% aqueous acetonitrile in the initial 11 days of 
sample storage. Concentration of L-Phe and L-Pro was equal to 1.0 and 1.0 mg mL–1 
(6.05 × 10-3 and 8.69 × 10-3 mol L–1), respectively. Duration of the plot shape repetition 
periods (∆t, [h]) is marked above the respective plots 
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(b) 
 
Fig. 2. Cont. 
 
 
The turbidimetric results of the third experiment are presented for the 
first time now and they refer to L-Ser (proteinogenic amino acid), D-Ser 
(non-proteinogenic amino acid), and DL-Ser (the racemic mixture of the Ser 
enantiomers) dissolved in a strongly antiseptic 70% aqueous methanol. 
These results were recorded in the course of the 7 days sample storage peri-
od and similar to the two aforementioned examples, also in this case the 
turbidimeter was kept at constant temperature (22±0.5oC) throughout an en-
tire experiment. The results obtained are given in Fig. 3(a)–(c). Based on the 
plot presented in Fig. 3a and valid for L-Ser, it can be stated that although 
the plot shape repetition periods differ from 19.66 to 32.63 h, most of them 
range from 21.12 to 25.20 h, which well corresponds with the circadian 
rhythm. In the case of D-Ser (which is a non-proteinogenic amino acid), no 
circadian peptidization rhythm is observed and sample turbidity is monot-
onously growing (in pace with the growing peptide yields), except for one 
maximum after ca. 2 days storage period (Fig. 3(b)). In the case of DL-Ser, ir-
regular repetitions of the plot shape pattern are observed, apparently as a 
kind of a ‘compromise’ between the regularity of the L-Ser pattern and no 
plot shape repetitions with D-Ser (Fig. 3(c)). The most amazing outcome of 
this experiment is that the circadian peptidization rhythm holds for the pro-
teinogenic L-Ser only, whereas no such rhythm is observed with the non-
proteinogenic D-Ser. Thus a supposal can be formulated that maybe the 
necessary precondition for the homochirality of amino acids in human and 
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animal tissues is founded on the circadian rhythm of the proteinogenic 
amino acids involved, although a tedious and thorough experimental con-
firmation of this supposal is inevitable. 
 
Fig. 3. The turbidity changes for the L-Ser, D-Ser, and DL-Ser solution in 70% aqueous 
methanol in the initial 7 days of sample storage. Concentration of L-Ser, D-Ser, and  
DL-Ser was equal to 1.0 mg mL–1 (9.44 × 10–3 mol L–1). Duration of the plot shape 
repetition periods (∆t, [h]) valid for L-Ser is marked above the plot of L-Ser 
 
 
Finally, it has to be added that the turbidimetric measurements were 
performed for all solvents used in our experiments (water, acetronitrile, 
methanol, 70% aqueous acetonitile, and 70% aqueous methanol), and stabil-
ity of the turbidity levels was confirmed with each tested solvent system. 
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Discussion 
 
The circadian rhythm of the peptide concentration changes and the other 
physiological phenomena has been revealed by many researchers in biolog-
ical material, and investigated both under the in vivo and in vitro conditions 
(e.g., [8–13]). Up to our best knowledge, this is the first report in the litera-
ture on the circadian rhythm of the non-linear concentration changes with 
the monomeric amino acids and the resulting peptides, carried out in full 
abstraction from any biological matter, and with use of the commercially 
obtained amino acids of analytical purity and the HPLC purity grade sol-
vents only. 
 
Conclusion 
 
We cannot offer any rational explanation of the circadian rhythm observed 
with four proteinogenic amino acids discussed in this study (and not taking 
place with one non-proteinogenic amino acid). It can only be speculated 
that the proteinogenic amino acids formed in the evolutionary course of bi-
ogenesis characterize with physicochemical properties (like, e.g., the pKa 
values, the dipole moments, the electric permeabilities, etc.) which in some 
way promote this circadian rhythm. Moreover, it seems probable that the 
circadian rhythm of spontaneous non-linear peptidization observed with 
proteinogenic amino acids is of a primordial nature and the same mecha-
nism is responsible for the circadian rhythms widely observed with biologi-
cal matter. In other words, maybe the proteinogenic amino acids act as trig-
gers of the circadian clocks abundantly observed in Nature. Last not least, 
an observation of the circadian peptidization rhythm with L-Ser and no 
such effect with D-Ser naturally reminds us of the so far unknown sources 
of homochirality. In future experiments, the dynamics of spontaneous pep-
tidization with D-isomers of proteinogenic amino acids should be tested to 
find out if the circadian peptidization rhythm occurs with the proteinogenic 
L-amino acids only. 
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Abstract The non-linear dynamics of spontaneous peptidization running in 10
monocomponent and binary abiotic liquid systems of L- and D-Ala and L- and
D-Phe is investigated with use of turbidimetry with continuous registration, high-
performance liquid chromatography with light scattering detection (HPLC-ELSD),
mass spectrometry (MS), and spectroscopy of far UV circular dichroism (CD). The
turbidity patterns represent a sum of the light scattering effects caused by insoluble
peptides of unknown yields, structures, and molecular weights. The auxiliary ana-
lytical techniques confirm the non-linear nature of peptidization (HPLC-ELSD) and
spontaneous formation of the homo- and heteropeptides (MS). CD spectroscopy
seems to confirm the presence of the secondary a-helix structures. The similarity of
turbidity patterns is revealed with the monocomponent (L or D) and binary (L-L or
D-D) systems of equichiral a-amino acids, and dissimilarity of patterns is observed
with the binary systems of inequichiral a-amino acids (L-D). The tentative con-
clusion is drawn that the peptides assembled of equichiral a-amino acid units are
able to assume the secondary (right- or left-handed a-helix) structures, which in a
certain way could foster the similarity of turbidity patterns, and the peptides built of
inequichiral a-amino acid units cannot ensure an efficient enough stringing of
monomer molecules into equichiral heptades to form complete segments of an a-
helix. This randomness of the a-amino acids arrangement in the inequichiral peptide
molecules most probably manifests itself as a lack of similarity among the
respective turbidity patterns.
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Introduction
Spontaneous non-linear formation of peptides from the monomeric and optically
pure a-amino acids running in the abiotic liquid systems in parallel with
spontaneous non-linear chiral conversion was first reported in papers [1–3]. In
fact, these two non-linear processes have not been observed with a-amino acids
alone, but with a wider selection of the low molecular weight chiral carboxylic acids
such, as profen drugs [4, 5] and hydroxyl acids [6, 7], so it can be justifiably
speculated that these two non-linear processes are even more general than our up-to-
the-date understanding thereof. Below, the mechanisms are presented of chiral
conversion (Scheme 1a), peptidization (Scheme 1b), and the two processes running
in the parallel (Scheme 1c), upon an example of L-Ala, one of the a-amino acids
which will be referred to in the experimental part of this study.
Earlier, no similar observations have been made with a-amino acids dissolved in
abiotic aqueous or non-aqueous media, in the absence of a catalyst. Moreover, the
selected peptide structures tend to be viewed as fairly stable units (e.g., [8–10]),
often with some negative health repercussions (e.g., as a cause of the age-related
neurodegenerative diseases [10–12]) or to the contrary, they can be positively
employed in various different biomedical nanotechnology contexts, owing to their
biocompatibility (e.g., [10, 13, 14]). Numerous reports on the lack of peptide
stability in abiotic solutions refer to their decomposition (e.g., hydrolysis) rather
than to their spontaneous formation (the latter process being the leitmotif of this
study) and they tend to ascribe such phenomena to the external stimuli such, as pH,
temperature, chemical nature of solvents, etc. [15–17].
The spontaneous non-linear peptidization of a-amino acids has been docu-
mented in our earlier studies with use of several analytical techniques, and in the
first instance liquid chromatography (both HPLC and TLC) [18, 19], turbidimetry
with continuous data acquisition [20, 21], and scanning electron microscopy
(SEM) [22]. Although the least employed analytical technique has been
turbidimetry, we consider it as well suited to tracing the dynamics of the
aforementioned process, as peptidization almost instantaneously yields insoluble
peptides, initially invisible to human eye. This analytical technique is appropriate
to the media of rather low turbidity in which the suspended particles are small
[23], which is the case in this study. Moreover, turbidimetry has already proved
useful in some other investigations, and its particularly attractive feature is that it
facilitates the detection of very short-lived pulsing of suspended precipitates,
which characterizes many systems and reveals the precipitate mobilization
processes (e.g., [24]).
The aim of this study is to trace the turbidity patterns of spontaneous
peptidization in the monocomponent and binary L-Ala, D-Ala, L-Phe, and D-Phe
systems, the latter ones assembled in the equichiral and inequichiral configurations,
using turbidimetry with continuous registration. As the auxiliary analytical
422 Reac Kinet Mech Cat (2017) 120:421–437
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techniques, HPLC-ELSD, MS and CD were used, in order to assess the dynamics of
the investigated process, the chemical structure of the resulting peptides, and the
presence of a-helices in solutions, respectively.
Scheme 1 Molecular mechanisms of the processes running in the monocomponent L-Ala system
dissolved in an aqueous medium: a Chiral conversion of L-Ala to D-Ala (intermediary non-chiral
structures are marked with black ovals); b homopeptide formation (L-Ala-L-Ala); and c peptidization
(Ala-Ala)n running in the parallel with chiral conversion
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Experimental
Reagents
We used L-Ala and D-Phe (Reanal, Budapest, Hungary), D-Ala (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA), and L-Phe (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). All a-amino
acids were of analytical purity. Methanol (Sigma-Aldrich) was of HPLC purity.
Glacial acetic acid and conc. hydrochloric acid (PPH POCh, Gliwice, Poland) were
of analytical purity. Water was de-ionized and double distilled in our laboratory by
means of the Elix Advantage model Millipore System (Molsheim, France).
For all the experiments, concentrations of the investigated a-amino acids in the
monocomponent systems were 1.0 mg mL-1 (i.e., 1.12 9 10-2 mol L-1 for L-, D-,
and DL-Ala, and 6.05 9 10-3 mol L-1 for L-, D-, and DL-Phe), and 0.5 mg mL-1
(i.e., 5.61 9 10-3 for L- and D-Ala, and 3.03 9 10-3 mol L-1 for L- and D-Phe) in
the binary systems. The 70% aqueous methanol (i.e., 70% methanol ? 30% water,
v/v), known for its strong antiseptic properties, was selected as a solvent in order to
protect the a-amino acid solutions from microbial action in the experiments of
sample ageing. Sample ageing for the purpose of all the experiments except
turbdimetric analysis was carried out just by storage of samples in the transparent
and tightly stoppered volumetric flasks on the laboratory shelf, with the natural
illumination changes in the day/night cycle. Storage of samples for the purpose of
the chromatographic analyses was at 22 ± 1 C and for the purpose of turbidimetric
analyses, at 25.0 ± 0.5 C. Glacial acetic acid as a control sample for turbidimetric
measurements was also dissolved in 70% aqueous methanol at the concentration of
1 mg mL-1 (1.67 9 10-2 mol L-1).
Turbidimetry
Turbidity measurements were performed for 10 monocomponent and binary a-
amino acid systems listed in the preceding section with use of the turbidity sensor
Scheme 1 continued
424 Reac Kinet Mech Cat (2017) 120:421–437
123
(TRB-BTA, Vernier Software & Technology, Beaverton, OR, USA) that allowed
continuous monitoring of turbidity changes. For these experiments, ca. 15-mL
aliquots of the amino acids solutions in 70% aqueous methanol were freshly
prepared and placed in the instrument vials. The respective turbidity changes were
registered for the period of 14 days (in 1-min intervals). To confirm the qualitative
reproducibility of the results, the turbidity measurements were repeated twice.
Moreover, the stability of turbidity measurements was controlled in the course of
one day for water, methanol, and 70% aqueous methanol as the reference solvents,
and the relative standard deviation (RSD) of these measurements proved very low
(0.29% for pure methanol and 0.79% for 70% aqueous methanol). Similarly,
turbidity measurements were carried out in the course of one day for the solution of
glacial acetic acid (as a simple model of the low molecular weight non-chiral
carboxylic acid) in 70% aqueous methanol and again, stability of these results was
confirmed by an insignificant relative RSD value (below 0.50%).
HPLC-ELSD
The HPLC-ELSD system was used to monitor concentration changes of the six a-
amino acid systems (L-, D-, and DL-Ala, and L-, D-, and DL-Phe) in the function of
time. The analyses were carried out using the Varian model 920 liquid
chromatograph equipped with the 900-LC autosampler, the gradient pump, the
380-LC ELSD detector, the C18 column (250 mm 9 4.6 mm i.d., 5 lm particle
diameter; Varian; cat. no. A3000250C046), and the Galaxie software for the data
acquisition and processing. The chromatographic column was thermostatted at 35C
using the Varian Pro Star 510 column oven. Chromatographic analyses were carried
out over the course of 48 h at the 10-min intervals in the isocratic mode. The 5-lL
sample aliquots and the methanol–water (20:80, v/v) mobile phase at a flow rate of
0.8 mL min-1 were used.
LC-MS
Mass spectra of the four binary systems (L-Ala-L-Phe, D-Ala-D-Phe, L-Ala-D-Phe
and D-Ala-L-Phe) dissolved in 70% aqueous methanol aged for four weeks were
recorded with use of the Varian MS-100 mass spectrometer. The working MS
conditions were the following: ESI-MS scan from m/z 50–2000, positive ionization,
spray chamber temperature 50 C, drying gas temperature 250 C, drying gas
pressure 25 psi, capillary voltage 50 V, needle voltage 5 kV.
Spectroscopy of far UV circular dichroism (CD)
The circular dichroism spectra in the far UV range (190 7 260 nm) were registered
for the monomeric and binary a-amino acid samples analogous to those used for
turbidimetric measurements (i.e., for the 10 freshly prepared and 10 aged samples
after the four months ageing period), yet diluted in proportion of 1: 25 (v/v) with
water. The CD spectrum of the blank sample (0.20 mL 70% aqueous
methanol ? 4.80 mL H2O) was also registered and subtracted from each spectrum
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of the amino acid solution. The measurements were carried out for the samples
placed in the 1-mm cell with use of the J-815 model CD spectrometer (Jasco
Electronics Holdings, Johannesburg, South Africa).
Results and discussion
Turbidity patterns
Turbidimetric monitoring of spontaneous peptidization was carried out in the
continuous mode (in the 1-min intervals) by the registration of the nephelometric
turbidity units (NTU) for the period of 14 days at 25.0 ± 0.5 C. The patterns of
turbidity changes in the function of time are given in Figs. 1a–1c. Based on visual
assessment, these patterns can be divided in two groups. Group 1 includes six
different monocomponent and binary a-amino acid samples characterizing with a
similarity of turbidity patterns among different samples (Figs. 1a and 1b). Group 2
includes four different binary a-amino acid samples characterizing with dissimi-
larity from the aforementioned six cases and from one another (Fig. 1c).
The first two cases are classified as those belonging to Group 1 (Subgroup 1a),
which includes the monocomponent L-Ala and L-Phe solutions. The respective
turbidity patterns look similar to one another, with an initial drop of turbidity
followed by its gradual increase, to finally head toward a steady state (Figs. 1ai and
1aii). Frequent and needle-like oscillatory changes most probably have a physical
meaning, as they are not artifacts caused by the power supply or temperature
instability (the employed measuring system was carefully stabilized). The four cases
belonging to Group 1 (Subgroup 1b) are characterized by turbidity patterns also
looking similar to one another with spiky oscillations followed by an oscillation
damp and the turbidity eventually heading toward a steady state. Subgroup 1b
includes two monocomponent solutions (D-Ala and D-Phe, Fig. 1biii, iv) and two
binary solutions (L-Ala-L-Phe and D-Ala-D-Phe, Figs. 1bv and 1bvi).
The dissimilar turbidity patterns with four binary a-amino acids solutions (DL-
Ala, DL-Phe, L-Ala-D-Phe, and D-Ala-L-Phe) are classified as Group 2. With DL-
Ala, after an initial turbidity drop lasting less than one day, rather insignificant
oscillatory changes of turbidity are observed, very close to a steady state
(Fig. 1cvii). With DL-Phe, rapid and continuous oscillatory drop of turbidity is
observed (Fig. 1cviii). With L-Ala-D-Phe, an oscillatory drop of turbidity is
followed by the oscillations around a steady state, to finish with a well pronounced
turbidity growth (Fig. 1cix). With D-Ala-D-Phe, one observes weak and irregular
oscillations of turbidity around a steady state (Fig. 1cx). A reminder can be made
that the experimental turbidity patterns (characterized by spiky oscillations and then
turbidity building up to a steady state) were modeled in the theoretical section of
paper [25].
Let us consider possible reasons of similarity of the turbidity patterns within
Group 1 (Figs. 1a and 1b) and dissimilarity within Group 2 (Fig. 1c). With solutions
of four optically pure a-amino acids belonging to Group 1 (L-Ala, D-Ala, L-Phe,
and D-Phe), at the initial peptidization stage, the formation of peptides built of
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equichiral a-amino acids is expected (until spontaneous chiral conversion results in
accumulation of meaningful amounts of inequichiral counterparts, which is not
likely in the initial 14 days of the experiment). It is not certain if these equichiral
peptides can assume the secondary a-helix structure under our experimental
conditions, yet such a possibility with a consequent formation of the backbone
H-bonds between the[CO of peptide group i and the[NH of peptide group i ? 3
Fig. 1 Patterns of turbidity changes (in nephelometric turbidity units (NTU)) in the function of time for
the solutions: a (i) L-Ala, (ii) L-Phe, b (iii) D-Ala, (iv) D-Phe, (v) L-Ala-L-Phe, (vi) D-Ala-D-Phe, c (vii)
DL-Ala, (viii) DL-Phe, (ix) L-Ala-D-Phe, and (x) D-Ala-L-Phe
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[26] is anticipated. One has to additionally comment on the difference between the
turbidity patterns valid for L-Ala and L-Phe on the one hand (Figs. 1ai and 1aii) and
those valid for D-Ala and D-Phe on the other (Figs. 1aiii and 1aiv). This difference
could be due to the fact that in the former case, the right-handed a-helices are
formed and in the latter case the left-handed ones [27], claimed to be somewhat less
stable in an aqueous environment [28]. Indirectly, such a difference is confirmed by
our earlier turbidity measurements carried out for L-Ser and D-Ser [29], where the
turbidity pattern of L-Ser demonstrated the circadian rhythm of turbidity changes,
and D-Ser did not show such a rhythm. Thus the difference in the handedness of the
right- and left-handed a-helices can probably influence the different dynamics of
peptidization and consequently, a different light-scattering effect (reflected in the
difference of the respective turbidity patterns).
With the solutions of the two binary a-amino acid mixtures belonging to Group 1
(L-Ala-L-Phe and D-Ala-D-Phe, (Figs. 1bv and 1bvi), one expects formation of the
homo- and heteropeptides. However, both homo- and heteropeptides can assemble
in equichiral a-amino acid units, so that the right-handed (L-L) and the left-handed
(D-D) a-helices can be expected as a possible reason of similarity of the respective
turbidity patterns. Herewith, it needs to be added that both Ala and Phe have long
been recognized among the most helicogenic a-amino acids [30].
Fig. 1 continued
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Group 2 differs from Group 1, as it includes four binary mixtures (DL-Ala, DL-
Phe, L-Ala-D-Phe, and D-Ala-L-Phe) with the opposite chiral configurations of the
two counterparts (either L-D, or D-L). Although in this case both homo- and
heteropeptides can be formed spontaneously, the preferential formation of
heteropeptides is statistically more probable. The heteropeptides in Group 2 are
built of inequichiral a-amino acid units, with a random sequence of the L and D a-
amino acids. Since *3.5 equichiral a-amino acid units are needed per one turn in
the a-helix (and the smallest integer number required to ensure two complete a-
helical turns is 7 [31]), a random sequence of the L and D a-amino acid units cannot
ensure an efficient enough stringing of equichiral molecules into the equichiral
heptade regions (either left-, or right-handed). This randomness of the a-amino acids
arrangement in the inequichiral peptide molecules most probably manifests itself as
a lack of similarity among the respective turbidity patterns. The turbidimetric results
valid for Group 2 indirectly strengthen our assumption as to possible formation of
the a-helix structures in spontaneous peptidization with equichiral a-amino acids.
However, the formation of peptide a-helices is regarded as a working hypothesis
only (conceived by equichirality of the monomeric units involved), although the
other molecular level mechanisms cannot be excluded which might eventually
complement or replace the a-helix concept.
As controls, we present the time dependence of the turbidity for water, methanol,
70% aqueous methanol and the glacial acetic acid solution in 70% aqueous
methanol over 24 h (Fig. 2). Stable turbidity values for the three solvents and the
solution of acetic acid (as a simple model of the low molecular weight non-chiral
carboxylic acid) apparently differ from the dynamic behavior of the a-amino acid
solutions. We interpret increases in turbidity to correspond to the growing amounts
of the nano- and microparticles suspended in the solution, owing to the progress of
peptidization (because from our partially unpublished experiments performed with
use of the scanning electron microscopy, it comes out that insoluble peptides are
Fig. 2 Turbidity (in nephelometric turbidity units, NTU) for water (H2O), methanol (MeOH), 70%
aqueous MeOH, and 1 mg mL-1 solution of glacial acetic acid in 70% aqueous MeOH registered for
24 h
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formed almost instantaneously in the solution, much earlier than they can be
perceived by human eye). A decrease in turbidity can arise from dissociation of the
higher, insoluble peptides to lower soluble ones, and/or from sedimentation of the
higher insoluble peptides at the bottom of the measuring vial.
Finally, a general conclusion is drawn that in the a-amino acid solutions stored
for the longer periods of time, peptidization progresses in a nonmonotonic fashion.
Due to the randomness of size with peptide nano- and microparticles spontaneously
formed in each individual experimental cycle, absolute turbidity values can change
from one cycle to another, yet the shapes of individual turbidity patterns remain
similar independent of the repetitions. Thus we can point out to the similarity of
certain turbidity patterns and dissimilarity of the other ones, and speculate on
spontaneous formation of the secondary a-heliceous peptide structures in the former
case. It is understandable that in view of a lack of standardization in turbidity units,
measurement devices and calibration techniques, usage of turbidimetry to analytical
determinations can only be empirical and rather qualitative [23].
HPLC-ELSD
Due to specific nature of turbidimetric results which represent a sum of the light
scattering effects with insoluble peptides of unknown yields, shapes, and molecular
weights present in the investigated solutions, we cannot expect direct correlation
thereof with chromatographic results which provide a quantitative insight in
peptidization. However, certain analogies between turbidimetric and chromato-
graphic results have been observed.
L-Ala, D-Ala, and DL-Ala solutions
For the L-, D-, and DL-Ala solutions, the chromatographic peak heights
(corresponding to the monomeric Ala concentrations) were recorded in the course
of the initial 12 h of samples ageing in the 10-min intervals, with the retention time
value (tR) equal to 3.5 min for each Ala sample. The obtained chromatographic time
series are given in Fig. 3. The most important observation is that the plots shown in
Fig. 3 Time series of the
chromatographic peak heights
for (i) L-Ala, (ii) D-Ala, and (iii)
DL-Ala solution in 70% aqueous
methanol (registered over the
course of 48 h)
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Fig. 3 directly confirm an oscillatory nature of the concentration changes with the
monomeric Ala species and indirectly, the oscillatory nature of the peptides
formation. High amplitudes of the respective concentration changes often equal to a
dozen mV units. However, no similarity such, as synchronization of the oscillation
dynamics along the time axis is observed among the time series patterns valid for L-,
D-Ala, and DL-Ala.
L-Phe, D-Phe, and DL-Phe solutions
For the L-, D-, and DL-Phe solutions, the chromatographic peak heights
(corresponding to the monomeric Phe concentrations) were recorded in the course
of the initial two days of samples ageing in the 10-min intervals, with the retention
time value (tR) equal to 7.5 min for the L-, D-, and DL-Phe sample. The
chromatographic time series are given in Fig. 4. The most important observation is
that the plots shown in Fig. 4 directly confirm an oscillatory nature of the
concentration changes with the monomeric Phe species and indirectly, the
oscillatory nature of the peptides formation. Then a certain similarity is observed
between the time series patterns valid for L- and D-Phe, whereas the time series
pattern valid for DL-Phe is different. Similarity of the L- and D-Phe patterns consists
in synchronization of the oscillation dynamics along the time axis and in high
amplitudes of the respective concentration changes, often equaling to several dozen
mV units. The time series pattern valid for DL-Phe does not show synchronization
with the remaining two patterns and the amplitudes of the concentration changes in
this latter case are in the range of ca. 10 mV only.
LC-MS
The main aim of the LC-MS analysis was to prove that in the binary a-amino acid
systems, both homo- and heteropeptides are spontaneously formed. Four binary
systems (L-Ala-L-Phe, D-Ala-D-Phe, L-Ala-D-Phe and D-Ala-L-Phe) were selected
Fig. 4 Time series of the
chromatographic peak heights
for (i) L-Phe, (ii) D-Phe, and (iii)
DL-Phe solution in 70% aqueous
methanol (registered over the
course of 48 h)
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for this investigation and the respective mass spectra recorded. In each spectrum,
signal originating from the monomeric Ala cation is registered (m/z 89.8,
[Ala ? H]?), and in two spectra (L-Ala-L-Phe and L-Ala-D-Phe), signal originating
from the monomeric Phe cation is also present (m/z 165.8, [Phe ? H]?). In L-Ala-L-
Phe, three m/z signals at 350.5, 801.1, and 1867.1 are ascribed, respectively, to the
homopeptide cations ([Ph7 ? 3H]
3?, [Ala11 ? H]
?, and [Ala26 ? H]
?), and six m/
z signals are ascribed to the heteropeptide cations. In D-Ala-D-Phe, five m/z signals
at 840.7, 871.2, 1342.9, 1452.4 and 1605.2 are ascribed, respectively, to the
homopeptide cations ([Ala47 ? 4H]
4?, [Ala12]
?, [Phe9 ? H]
?, [Ala61 ? 3H]
3?,
and [Ala22 ? Na]
?), and five m/z signals are ascribed to the heteropeptide cations.
In L-Ala-D-Phe, three m/z signals at 350.5, 792.0, and 898.6 are ascribed,
respectively, to the homopeptide cations ([Phe7 ? 3H]
3?, [Ala25 ? 2H]
2?, and
[Phe16 ? 3H]
3?), and eight signals are ascribed to the heteropeptide cations. In D-
Ala-L-Phe, one signal at m/z 1785.3 is ascribed to the homopeptide cation
([Phe12 ? H]
?), and nine signals are ascribed to the heteropeptide cations.
Summing up, the obtained mass spectra provide a convincing enough evidence of
spontaneous formation of the homo- and heteropeptides in each analyzed binary a-
amino acid system. The discussed mass spectra are available as a supplementary
material.
We also reflect on molecular proportions between Ala and Phe in the heteropeptides
formed in the inequichiral binary solutions. The m/z signals in L-Ala-D-Phe at 1389.4,
1470.6, 1821.3, and 1926.6 are ascribed to the [Ala19 ? Phe19 ? 3H]
3?, [Ala8 ? -
Phe6 ? H]
?, [Ala15 ? Phe5 ? H]
?, and [Ala2 ? Phe12]
? cation. The m/z signals in
D-Ala-L-Phe at 1281.6, 1475.9, 1633.1, 1983.5 are ascribed to the [Ala13 ? -
Phe11 ? 2H]
2?, [Ala6 ? Phe7 ? H]
?, [Ala21 ? Phe23 ? 3H]
3?, and [Ala9 ? -
Phe9 ? H]
? cation, in order. In many of these heteropeptides, quantitative
proportions between the two a-amino acids are either equal to 1:1 (e.g., 19:19), or
quite close to this value (e.g., 8:6, 13:11, 21:23, etc.). Although in most cases
considerably more than seven monomer units of one species (either Ala, or Phe) are
involved, due to randomness of the assembling mechanism one can expect neither
equichiral heptades, nor the resulting secondary a-helix structures.
Spectroscopy of far UV circular dichroism (CD)
The far UV circular dichroism performs well, when estimating secondary structures
of globular proteins [32–34], yet the analysis of linear peptides is considerably more
complicated [35] and mathematical algorithms have to be used to deconvolve the
CD spectra in order to assess relative contributions from a variety of secondary
structures (a-helices, b-sheets, coils etc.). However, we used the CD spectroscopic
technique just to qualitatively compare the CD spectra in the range of
190 7 260 nm (characteristic of the secondary linear peptide structures) for the
systems composed of equichiral and inequichiral a-amino acid molecules after four
months ageing. Respective CD spectra are presented in Figs. 5a–5f and we believe
that the predominant contribution to these spectra originates from a-helices (as more
complicated secondary structures are less probable as a result of spontaneous
peptidization carried out for four months only.
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In Fig. 5a, we compare the CD spectra for L-, D-, and DL-Ala. In the sample of
L-Ala, two Cotton bands characteristic of a-helix can be seen with the first band
positive and the second one negative. In the sample D-Ala, also two Cotton bands
can be seen with the first band negative and the second band positive. The CD
spectrum for the racemic (DL-Ala) sample is considerably less intense than the other
two, with the first Cotton band positive and the second band negative. Thus, we
assume that in the inequichiral (racemic) mixture, the L-Ala-derived a-helices
predominate and D-Ala hardly participates in the helical secondary structures.
In Fig. 5b, we compare the CD spectra for L-, D-, and DL-Phe. For L-Phe, two
Cotton bands can be seen with the first band positive and the second band negative.
For D-Phe, two Cotton bands can be seen with the first band negative and the second
Fig. 5 CD spectra recorded for the solutions of a L-, D-, and DL-Ala, b L-, D-, and DL-Phe, and c L-Ala-
D-Phe and D-Ala-L-Phe after the four months samples ageing, and for the fresh and aged solutions of d L-
Ala-L-Phe, e D-Ala-D-Phe, and f DL-Phe (after the four months samples ageing)
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band positive. From the CD spectrum of the racemic (DL-Phe) sample, the Cotton
bands are practically absent and hence, apparently no (or trace amounts) of
equichiral a-helices are formed.
In Fig. 5c, we show the CD spectra for the two binary L-Ala-D-Phe and D-Ala-L-
Phe samples, each one composed of two inequichirial a-amino acids. The spectrum
valid for L-Ala-D-Phe shows two Cotton bands, the first band negative (charac-
teristic of D-Phe) and the second band positive. Thus we assume that in the
investigated sample, the D-Phe-derived a-helices are formed. The plot valid for D-
Ala-L-Phe also demonstrates two Cotton bands, the first band positive (character-
istic of L-Phe) and the second band negative. In this case, we assume that in the
investigated sample, the L-Phe-derived a-helices are formed. Thus in the aged L-
Ala-D-Phe and D-Ala-L-Phe systems, the observed signs of the respective Cotton
bands point out to the selective formation of the Phe-derived a-helices, with the
monomeric Ala units hardly engaged in the helical structures.
In Fig. 5d, we show CD spectra for the fresh and aged sample of the binary
equichiral L-Ala-L-Phe system. The fresh sample demonstrates a very low intensity
CD spectrum characterizing with the first Cotton band positive and the second band
negative (characteristic of the L configuration of both a-amino acids). The reason
for an appearance of these two Cotton bands in the fresh sample is not quite clear
and it can either be due to trace contamination of the commercial monomeric a-
amino acids with the peptides, or to fast peptidization upon dissolution. After four
months of sample ageing, the intensity of the CD spectrum considerably grows,
witnessing to peptidization progress and the higher yields of a-helices in the system.
The most interesting phenomenon is shown in Fig. 5e, which holds for the fresh
and aged sample of the binary equichiral D-Ala-D-Phe system. The fresh sample
demonstrates a-helix characterizing with the first Cotton band negative and the
second band positive (pointing out to the D configuration of the amino acids
involved). Again, the reason for its appearance in the fresh sample is not quite clear
(either due to contamination of the commercial monomeric a-amino acids with
certain amounts of peptides, or to fast peptidization upon dissolution). A striking
phenomenon though is that after the four months storage period, the CD spectrum
confirms the presence of the a-helical structures, yet with the reversed signs of the
two Cotton bands, i.e., the first band is now positive and the second band is negative
(pointing out to the L configuration of the amino acids involved). This result
witnesses not only to the process of peptidization, but also to chiral conversion in
the course of sample ageing.
One more interesting example is furnished by Fig. 5f, which holds for the fresh
and aged sample of the racemic DL-Phe system. In this case, the intensities of the
two plots in the range of 190 7 260 nm are almost negligible (and especially in the
range of the first Cotton band), which confirms negligible amounts of the a-helix
structures only. However, in the range of the second Cotton band the negative slope
for the fresh sample changes to the positive slope for the aged sample. This result
also seems indicative of the process of chiral conversion taking place in the system
in the course of sample storage.
Summing up, the CD spectroscopic results confirm spontaneous formation of a-
helical secondary structures in the equichiral L, D, L-L, and D-D systems on the one
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hand, and either an inability to form a-helices in the inequichiral DL system
(Figs. 5b and 5f), or the formation of a-helical homochiral peptides in the binary D-
L systems (Figs. 5a and 5c). In this sense, the obtained CD results support our
assumptions derived from turbidimetric data and presented earlier. An additional
gain of applying the CD spectroscopy is confirmation with its aid of the processes of
chiral conversion.
Conclusions
The non-linear turbidity changes with the monocomponent and binary Ala and Phe
solutions are due to the oscillatory peptidization process which results in the
formation of insoluble higher molecular weight peptides, extensively discussed
elsewhere. In this study, the similarity of turbidity patterns is in the main focus of
our attention. It is tentatively ascribed to equichirality of all a-amino acid units in a
molecule of a given peptide and consequently, to a possible formation of the peptide
a-helix structure. Analogously, the dissimilarity of turbidity patterns is tentatively
explained by inequichirality of a-amino acid units in the respective peptides.
However, the formation of peptide a-helices is regarded as a working hypothesis
only, conceived by equichirality of the monomeric units involved and the other
molecular level mechanisms leading to the secondary peptide structures cannot be
excluded, which might eventually complement or replace the a-helix concept. The
HPLC-ELSD data confirm the non-linear nature of peptidization and certain
analogies are emphasized between the turbidimetric and chromatographic results.
The MS data confirm formation of peptides, and the CD data confirm a possibility of
formation of a-helical structures in equichiral a-amino acid systems.
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Summary. This study is devoted to the thin-layer chromatographic demonstration of 
spontaneous chiral conversion of L-hydroxyproline (L-Hyp) to D-hydroxyproline (D-
Hyp), and to its spontaneous peptidization, when dissolved in 70% aqueous methanol 
and stored at room temperature in a stoppered glass vessel. The adopted enantiosepara-
tion conditions were the same ones, as employed earlier for a successful enantiosepara-
tion of L- and D-proline. To this effect, we used microcrystalline cellulose as stationary 
phase and a quaternary mixture composed of 2-butanol:pyridine:glacial acetic acid:water 
(30:20:4:24, v/v) as mobile phase. Structural difference between proline and hy-
droxyproline consists in the presence of one hydroxyl group per molecule of the latter 
amino acid, which makes the respective enantioseparation a more difficult task. Conse-
quently, the obtained separation effect was not a complete (i.e., a baseline) resolution of 
the two Hyp antimers yet a sufficient enough proof of the appearance of D-Hyp, appar-
ently due to spontaneous chiral conversion taking place in the course of the L-Hyp solu-
tion storage and ageing period. The condensation products were discovered both in the 
fresh and the aged L-Hyp solution, yet in the aged sample, the condensation product 
yields were considerably higher than in the freshly prepared one (as convincingly dem-
onstrated by mass spectrometry). Demonstration of the condensation products was per-
formed with the aid of thin-layer chromatography (TLC), liquid chromatography–mass 
spectrometry (LC–MS), and thin-layer chromatography–mass spectrometry (TLC–MS). 
 
Key Words: L-Hydroxyproline (L-Hyp), D-hydroxyproline (D-Hyp), spontaneous chiral 
conversion, spontaneous condensation, TLC enantioseparation, LC–MS, TLC–MS 
Introduction 
In spite of amino acids being widely considered as “the building blocks of 
life,” chemical behavior of nonderivatized amino acids in neutral solvents 
attracts hardly any attention of chemists and life scientists in general. In the 
past, spontaneous peptidization of amino acids has been sporadically inves-
tigated, and mostly in the framework of the projects focusing on abiogene-
sis, including laboratory simulations of a prebiotic universe under the envi-
ronmental conditions imitating a possible origin of biological life. Usually, 
the employed experimental conditions were quite drastic, in order to repro-
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duce the terrestrial or extraterrestrial environments from before millions of 
years. Among the best known experiments were those performed by Fox 
and Harada, and dealing with thermal copolymerization of amino acids to 
the products resembling proteins and therefore denoted as proteinoids  
[1, 2]. 
Spontaneous chiral conversion of amino acids from the L form in living 
mammals (and humans) to the D form after the death of an organism has 
been reported as a natural post mortem process, discovered in the fossilized 
organic remnants. This discovery was made soon after the first successful 
gas chromatographic enantioseparations of amino acids in the sixties of the 
20th century [3, 4]. With a possibility of measuring the D/L amino acid ratio 
and knowing the kinetics of chiral conversion with a selection of the pro-
tein-building amino acids (and in the first instance, of aspartic acid), an ap-
proach has been established of dating the fossilized organic matter (mostly 
teeth and bones), based on the known amino acid racemization rates [5–8]. 
However, the amino acid racemization-founded dating techniques, wel-
comed by archeologists, paleontobiologists, sedimentary geologists, etc., an-
ticipated a strictly linear nature of this structural transformation as a matter 
of course. An awareness of a nonlinear course of spontaneous racemization 
most probably would stop scientists from developing an approach known 
in archeology as “an amino acid clock,” or “a molecular clock” [9]. 
In several papers dating from the eighties and the nineties of the past 
century (e.g., Refs. [10–13]), a possibility was pointed out of chiral conver-
sion with amino acids dissolved in the acidic and basic media. In our stud-
ies, we have first pointed out to the phenomenon of the spontaneous oscilla-
tory chiral conversion of amino acids running both in the aqueous and or-
ganic liquids under the mild temperature and pressure conditions (e.g., 
Refs. [14, 15]). The oscillatory chiral conversion was found to run in parallel 
with the spontaneous oscillatory peptidization (e.g., Refs. [16–18]). These 
two processes (oscillatory chiral conversion and oscillatory peptidization) 
can take place in simple glass vessels stored at room temperature on labora-
tory shelves. 
In paper [16], we provided a simple thin-layer chromatographic evi-
dence of spontaneous peptidization of L-proline (L-Pro), an important con-
stituent of collagen responsible for the architecture of human and animal 
tissues. This demonstration was possible due to the specificity of the color 
reaction between the monomeric L-Pro and ninhydrin, which (unlike with 
the majority of the other monomeric amino acids and with the L-Pro-
derived peptides) results in a yellow, and not in a purple color effect. 
The aim of this study is to perform an analogous thin-layer chroma-
tographic experiment with L-hydroxyproline (L-Hyp), another important 
constituent of collagen. In the first instance, we intend to demonstrate spon-
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taneous chiral conversion of L-Hyp to D-Hyp. Moreover, we demonstrate 
the presence of the condensation products derived from L-Hyp, visible both 
in the fresh and the aged L-Hyp solution (yet in the aged sample, the con-
densation product yields are perceptibly higher than in the freshly prepared 
one, as convincingly demonstrated by mass spectrometry). Owing to the 
hydroxyl group in the Hyp molecule, self-esterification of the Hyp mole-
cules cannot be excluded, although in energetic terms, spontaneous peptidi-
zation is more favorable. For the sake of illustration, in Fig. 1, we present 
chemical structures of L-Hyp and D-Hyp in zwitterionic form. In Fig. 2(a) 
and 2(b), we present chemical structures of the self-esterified Hyp dimer 
and the simplest peptidization product, i.e., the Hyp dipeptide, respec-
tively. Apparently, a number of the condensed Hyp units can be much 
higher than that in a simple dimer, as demonstrated with the aid of mass 
spectrometry. 
 
 
 
 
Fig. 1. Chemical structures of L-Hyp and D-Hyp in zwitterionic form 
Experimental 
Reagents 
L-Hyp of the analytical purity grade was purchased from Sigma–Aldrich 
(St. Louis, MO, USA; cat. no. H-55409). Manganese(II) acetate, pyridine, 2-
butanol (Sigma–Aldrich), ninhydrin, and glacial acetic acid (PPH POCh, 
Gliwice, Poland) used in the experiments were of the analytical purity 
grade. Methanol (Sigma–Aldrich) and 2-propanol (Roth, Karlsruhe, Ger-
many) were of the high-performance liquid chromatography (HPLC) purity 
grade. Water was deionized and double distilled in our laboratory by 
means of the Elix Advantage model Millipore system (manufactured in 
Molsheim, France). 
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Fig. 2. Chemical structures of (a) self-esterified Hyp dimer and 
 (b) Hyp dipeptide 
Thin-Layer Chromatography (TLC) 
Thin-layer chromatographic analyses were performed on the commercial  
10 cm × 20 cm microcrystalline cellulose plates (layer thickness, 0.10 mm; 
Merck; cat. no. 1.05730). Concentration of L-Hyp in 70% aqueous methanol 
was 1 mg mL−1 for the reflectance densitometry mode and 0.2 mg mL−1 for 
the fluorescence densitometry mode (i.e., 7.63 × 10−3 mol L−1 and 1.53 × 10−3 
mol L−1, respectively), each time with an equimolar addition of manga-
nese(II) acetate. 
The fresh and the aged (37 days storage period) L-Hyp samples were 
chromatographically developed using 2-butanol:pyridine:glacial acetic 
acid:water (30:20:6:24, v/v) as a mobile phase. Before applying the samples, 
the plates were activated by heating for 30 min at 110 °C. Four samples of 
the fresh L-Hyp solution and four samples of the aged L-Hyp solution were 
spotwise applied to the plate (in the 5 μL aliquots), 2 cm apart and 1 cm 
above the lower edge of the plate. The chromatograms were developed to 
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the distance of 6 cm, and the development time was ca. 2 h. After that, the 
plates were dried at ambient air for 30 min, and the chromatograms were 
visualized by spraying the plates with 0.5% ninhydrin solution in 2-
propanol, followed by heating for 5 min at 110 °C. 
The obtained chromatograms were densitometrically scanned with use 
of a Desaga (Heidelberg, Germany) model CD 60 densitometer equipped 
with Windows-compatible ProQuant software, and they were also recorded 
with a digital camera. In the reflectance mode, concentration profiles of the 
development lanes were recorded in visible light from the tung-
sten/deuterium lamp at the wavelength λ = 485 nm, and in the fluorescence 
mode, in visible light from the mercury lamp, at the wavelength λ = 465 nm. 
The dimensions of the scanning rectangular light beam were 0.1 mm × 1.0 
mm. 
Liquid Chromatography with Mass Spectrometric Detection 
(LC–MS) 
For the LC–MS experiments, concentration of L-Hyp in 70% aqueous 
methanol solution was 1 mg mL−1 (i.e., 7.63 × 10−3 mol L−1). The analyses 
were performed for the freshly prepared solutions, and for those after 37 
days of the storage period. The LC–MS System Varian (Varian, Palo Alto, 
CA, USA) was employed, equipped with the Varian ProStar model pump, 
the Varian 100-MS mass spectrometer, and the Varian MS Workstation  
v. 6.9.1 software for data acquisition and processing. 
The LC separations were carried out for the 5-μL aliquots of the L-Hyp 
solution in the isocratic mode, using the C18 type pre-column (Varian, Har-
bor City, CA, USA) and methanol as a mobile phase at the flow rate of 0.20 
mL min−1. Mass spectrometric detection was carried out in the electrospray 
ionization (ESI) mode (full ESI–MS scan, positive ionization, spray chamber 
temperature of 50 °C, drying gas temperature of 350 °C, drying gas pressure 
of 25 psi, capillary voltage of 50 V, and needle voltage of 5 kV). 
Thin-Layer Chromatography with Mass Spectrometric Detection 
(TLC–MS) 
The TLC–MS experiments were performed on the chromatograms of the 
fresh and the aged L-Hyp samples developed in the same way, as earlier de-
scribed, but without using ninhydrin as a visualizing agent. These analyses 
were performed to additionally confirm an identity of the chromatographi-
cally separated spots by directly eluting them from the chromatographic 
plates to mass spectrometer. For this purpose, we used a special TLC–MS 
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device (Camag, Muttenz, Switzerland), enabling a direct elution. In this ex-
periment, elution of the spots from the chromatographic plates was carried 
out with water. The MS system operated under the following working con-
ditions: the mobile phase was water at the flow rate of 0.10 mL min−1, and 
the spray chamber temperature was 45 °C. Moreover, from the setup de-
scribed in the preceding section, the C-18 type pre-column was removed. 
All the remaining working parameters were the same as described earlier. 
Results and Discussion 
Thin-Layer Chromatography (TLC) 
Microcrystalline cellulose as stationary phase was used in our experiment to 
check if L-Hyp can undergo chiral conversion and condensation, when dis-
solved in 70% methanol. This chiral sorbent was selected as able to enantio-
separate the amino acids, as confirmed in a number of earlier chroma-
tographic studies (e.g., in Refs. [16, 19, 20]). An equimolar amount of man-
ganese(II) acetate was added to the analyzed L-Hyp solutions just before the 
TLC analysis only. Thus, the Hyp molecules acted as complexation ligands 
for the manganese(II) cation, with different complexation equilibria for the 
L- and D-enantiomer (the latter one generated in the course of the spontane-
ous chiral conversion), which enhanced the enantioseparation. The chroma-
tograms were developed in the 1D mode and visualized with the 0.5% nin-
hydrin solution in 2-propanol. An example of the visualized chroma-
tograms is given in Fig. 3. 
In Fig. 3(a) and 3(b), the chromatograms valid for the freshly prepared 
L-Hyp solution and for the aged one (after 37 days of storage period) are 
given, respectively. Differences between the chromatograms of the fresh 
and the aged Hyp sample are evident. Generally, the yellow spots visible on 
the chromatograms represent the monomeric forms of Hyp, and the purple 
spots hold for the oligopeptides. Yellow spots on the chromatogram of the 
freshly prepared L-Hyp solution (Fig. 3(a)) are circular and relatively small 
(ca. 5 mm in diameter), and their retardation coefficient, RF, value equals to 
0.58 ± 0.01. Yellow spots on the chromatogram of the aged Hyp solution are 
oblong (ca. 9 mm high), which suggests chiral conversion in the course of 
the sample storage, and an appearance of the D-Hyp form. The retardation 
coefficient (RF) of this oblong yellow spot (Fig. 3(b)) equals to 0.61 ± 0.01. 
Purple spots visible in Fig. 3(a) and 3(b) at RF = 0.32 ± 0.02 represent the 
Hyp-derived oligopeptides. 
In our earlier study carried out for L,D-Pro dissolved in 70% aqueous 
methanol with use of the same stationary and mobile phase [16], complete 
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enantioseparation of the L- and D-Pro species was obtained, and the RF 
value valid for D-Pro was higher than that for L-Pro. A similar outcome was 
reported in paper [19], where the enantioseparation of three different amino 
acids on cellulose was performed, always with the higher RF value for the D-
isomer and the lower one for the L-isomer. However, Hyp differs from Pro 
with the presence of one hydroxyl group in the Hyp structure; hence, an af-
finity of Hyp toward stationary phase is higher than that of Pro, and as a re-
sult, the enantiomer separation of L- and D-Hyp is incomplete. Based on our 
earlier observations with the enantioseparation of Pro [16] and on the re-
sults reported in Ref. [19], it can be deduced that the lower part of oblong 
yellow spot on the chromatogram of the aged Hyp sample (Fig. 3(b)) repre-
sents L-Hyp, and the upper part of the same spot holds for D-Hyp.  
 
 
Fig. 3. Chromatograms of (a) freshly prepared L-Hyp solution and (b) L-Hyp solution 
after 37 days ageing. 1: L-Hyp (yellow spot), 2: condensation products (purple spot), 3:  
L,D-Hyp (yellow spot), 4: condensation products (purple spot) 
 
 
In order to further confirm the above results on chiral conversion and 
peptidization of the L-Hyp solution in 70% aqueous methanol, the visual-
ized chromatograms (Fig. 3) were densitometrically scanned both in the re-
flectance and the fluorescence mode. In Fig. 4, we show the densitograms 
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recorded in the reflectance mode at the wavelength λ = 485 nm from the 
chromatograms of the freshly prepared and the aged Hyp sample. Differ-
ences between these two densitograms are evident. Peak A in both densi-
tograms originates from the monomeric L-Hyp species (Fig. 4(a) and 4(b)), 
and peak B in the densitogram of the aged Hyp sample (Fig. 4(b)) originates 
from the monomeric D-Hyp sample. In other words, peak A in the densi-
togram of the freshly prepared L-Hyp sample (Fig. 4(a)) corresponds with 
the circular yellow spot on the chromatogram shown in Fig. 3(a), and the in-
completely separated peaks A and B in the chromatogram of the aged Hyp 
sample (Fig. 4(b)) represent the oblong yellow spot on the chromatogram 
shown in Fig. 3(b). Peak C1 corresponds with the purple spot visible both on 
the chromatograms of the freshly prepared and the aged Hyp sample, and 
based on its color upon visualization with ninhydrin, it originates from oli-
gopeptides. Peak C2 appears in the densitogram of the aged Hyp sample 
only, and it most probably is an additional oligopeptidization product. 
 
 
Fig. 4. Densitograms of (a) freshly prepared L-Hyp solution and (b) L-Hyp solution after 
37 days ageing recorded in the reflectance mode at the wavelength λ = 485 nm. A: L-Hyp, 
B: D-Hyp, C1: condensation products present in the fresh and the aged sample,  
C2: condensation products present in the aged sample 
 
 
The analogous densitograms, yet recorded in the fluorescence mode at 
the wavelength λ = 465 nm, are shown in Fig. 5. The densitogram in Fig. 5(a) 
was recorded from the chromatogram of the freshly prepared L-Hyp sam-
ple, and that in Fig. 5(b) was recorded from the chromatogram of the Hyp 
sample after 37 days storage period. The densitogram of the aged sample 
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shows more peaks than that of the freshly prepared sample. Peak A present 
in both chromatograms originates from the monomeric L-Hyp species, and 
peak B, which migrates higher than peak A, appears in the densitogram of 
the aged Hyp sample only. Thus, it is highly probable that peak B repre-
sents D-Hyp, as a result of chiral conversion. The oligopeptide band de-
noted as peak C can be seen both in the fresh and the aged Hyp sample, and 
it corresponds with the purple oligopeptide spots in Fig. 3. Peak D appears 
in the aged Hyp sample only, and it is an evident result of the Hyp conden-
sation. Summing up, the two sets of the densitograms recorded both in the 
reflectance and fluorescence mode (Figs. 4 and 5) confirm the message de-
rived from the chromatograms visualized with ninhydrin as to the sponta-
neous chiral conversion and spontaneous peptidization in the course of 
storage of the L-Hyp sample. 
 
 
 
Fig. 5. Densitograms of (a) freshly prepared L-Hyp solution and (b) Hyp solution after 37 
days ageing recorded in the fluorescence mode at the wavelength λ = 462 nm. A: L-Hyp, 
B: D-Hyp, C: condensation products present in the fresh and the aged sample,  
D: condensation products present in the aged sample 
Liquid Chromatography with Mass Spectrometric Detection 
(LC–MS) 
Coupling of liquid chromatography with mass spectrometric detection (LC–
MS) provides a handy tool to monitor oligomerization of the investigated 
amino acid, owing to a possibility of at least partial identification of the oli-
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gomerization products. The first step was to pass the samples through the 
chromatographic pre-column followed by the registration of the mass spec-
tra from the obtained effluents. These two analytical steps were performed 
both for the freshly prepared L-Hyp solution and for that stored for 37 days 
at room temperature in a tightly stoppered vessel. The results obtained are 
shown in Fig. 6(a) and 6(b). 
 
 
 
 
 
Fig. 6. Signals of the eluted chromatographic spots and mass spectra of the Hyp solution 
recorded for (a) freshly prepared sample and (b) aged sample after 37 days storage 
period 
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The chromatographic peak shapes for the fresh and the aged Hyp sam-
ple are not dramatically different, yet the respective mass spectra consid-
erably differ. In the mass spectrum of the freshly prepared L-Hyp solution 
(Fig. 6(a)), the m/z values of the two predominant peaks equal to 132 and 
154, which can be ascribed to the structures directly derived from L-Hyp, 
i.e., [Hyp+H]+ and [Hyp+Na]+. There is one more yet less intense peak pre-
sent at m/z 432, which might perhaps be ascribed to the Hyp-derived 
tetrapeptide fragment. In the mass spectrum of the aged Hyp sample (Fig. 
6(b)), the molecular ions are hardly visible. Instead, an abundant amount of 
the peaks characterized by considerable yields and relatively high m/z val-
ues (up to m/z 2000) can be perceived. For the sake of example, one can 
point out to the peak at m/z 1141, which probably originates from the Hyp-
derived nonapeptide, and its structure can be given as [Hyp9–OH+Na]+. 
Thus, the obtained LC–MS results witness to the spontaneous peptidization 
of the aged Hyp sample. 
Thin-Layer Chromatography with Mass Spectrometric  
Detection (TLC–MS) 
The TLC–MS technique enables mass spectrometric analysis of chroma-
tographic spots separated by means of TLC. In our case, the first step was 
the elution by means of water of the separated chromatographic spots 1–4 
from the developed chromatographic plates (Fig. 3(a) and 3(b)), followed by 
the registration of the mass spectra of the eluted compounds. Signals of the 
eluted chromatographic spots, the respective mass spectra, and the thin-
layer chromatograms are shown in Fig. 7(a)–(d). 
The results produced in Fig. 7(a) and 7(b) correspond, respectively, with 
the yellow spot 1 of the monomeric L-Hyp and with the purple spot 2 of the 
oligomerization product from Fig. 3(a). Apparently, these two sets of the 
data are quite similar. In both mass spectra, peaks at m/z 132, 149, and 167 
are present, which most probably can be ascribed to [Hyp+H]+, 
[Hyp+H2O]+, and [Hyp+(H2O)2]+, respectively. The latter two peaks appar-
ently are due to the elution of the chromatographic spots with water. More-
over, in each case, certain number of other peaks can be seen with the m/z 
values below 400. Most probably, these peaks can be ascribed to the con-
stituents of the organic binder eluted with water from the adsorbent layer 
(peak 1, Fig. 3(a)) and to the constituents of the adsorbent binder plus low 
amounts of the Hyp-derived oligopeptides (peak 2, Fig. 3(a)). 
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Fig. 7. 
(a) 
(b) 
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Fig. 7. Thin-layer chromatograms, signals of the chromatographic spots directly eluted 
from the chromatographic plates, and the respective mass spectra recorded for (a) spot 1, 
(b) spot 2, (c) spot 3, and (d) spot 4 (see Fig. 3) 
(c) 
(d) 
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Signals of the eluted chromatographic spots and mass spectra given in 
Fig. 7(c) and 7(d) correspond, respectively, with the yellow spot 3 of L,D-Hyp 
(Fig. 3(b)) and the purple spot 4 of the oligopeptides originating from the 
aged Hyp sample (Fig. 3(b)). In the mass spectrum of substances eluted from 
spot 3 (Fig. 3(b)), distinct peak at m/z 132 is present, which represents 
[Hyp+H]+. There are some other peaks also, which can be ascribed to the 
components of the organic binder eluted from the adsorbent layer, and 
probably to some simple oligopeptides derived from Hyp, mobile enough 
to move along the cellulose layer. Such oligopeptide peak can be, e.g., that 
at m/z 289, which can be ascribed to [Hyp2+COOH]+. In the mass spectrum 
of peak 4 (Fig. 3(b)), the number and the abundance of the oligopeptide 
peaks are high. As examples, peaks at m/z 606, 809, 1533, and 1717 can be 
ascribed to [Hyp5+Na]+, [Hyp7+He]+, [Hyp12+2Na]+, and [Hyp15+Na]+, re-
spectively. 
Signal intensities shown in Fig. 7(a) and 7(b) on the one hand (valid for 
the freshly prepared sample) and for those given in Fig. 7(c) and 7(d) on the 
other (valid for the aged sample) considerably differ. Intensities of the 
chromatographic signals in Fig. 7(a) and 7(b) are in the MCount units, and 
the intensities of the analogous signals in Fig. 7(c) and 7(d) are in the kCount 
units. Accordingly, the intensities of the mass spectrometric peaks in Fig. 
7(a), 7(b), and 7(c) are in the kCount units, and the intensities of the mass 
spectrometric peaks in Fig. 7(d) are in the Count units. These differences 
among the signal and peak intensities seem in the first instance due to the 
difficulty in water eluting of higher oligopeptides, specially those from spot 
4 (Fig. 7(d)). Moreover, mass spectrum representing spot 4 contains peaks 
originating from an abundance of various different oligopeptides with not 
very high individual yields (hence, with relatively low intensities of the re-
spective peaks), yet representing a considerable overall consumption of 
Hyp. This result is one more confirmation of the peptidization process run-
ning in the Hyp sample in the course of ageing. 
Summing up, the TLC–MS results additionally confirm spontaneous 
oligopeptidization of Hyp, when stored for the longer periods of time in the 
70% aqueous methanol solution. 
Conclusion 
Storage of the L-Hyp solution in an abiotic liquid system results in sponta-
neous chiral conversion and spontaneous peptidization of the investigated 
amino acid. An adequate experimental evidence was achieved with the aid 
of the thin-layer chromatography on the microcrystalline cellulose station-
ary phase, and owing to an addition of an equimolar amount of manga-
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nese(II) acetate to the Hyp solutions, prior to their analysis by means of 
TLC. 
Spontaneous oligopeptidization of Hyp was additionally confirmed by 
liquid chromatography with mass spectrometric detection (LC–MS) and 
thin-layer chromatography with mass spectrometric detection (TLC–MS). 
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Abstract: Earlier, we have collected an experimental evidence showing that low molecular weight 
chiral carboxylic acids (amino acids included) can spontaneously undergo an oscillatory chiral conver-
sion and an oscillatory condensation in abiotic aqueous and non-aqueous liquid systems, stored for cer-
tain amount of time under mild external conditions. These earlier findings are summarized in the intro-
ductory part of this study. In the second part, a preliminary report is given on spontaneous pulsation of peptide microfibers 
in the aged proline–phenylalanine (Pro–Phe) solution in 70% aqueous acetonitrile. The experimental evidence originates 
from a number of advanced analytical techniques. In view of our earlier and present findings, a presumption is made that 
the mechanism of spontaneous pulsation (formation and decay) of Pro-Phe microfibers is directly related to the oscillatory 
chiral conversion and oscillatory peptidization. The entity of the discussed results pointing out to spontaneous and uncon-
trolled instability of peptide structures might be a bad prognostic for employing such structures in nanobiotechnology. 
Keywords: Amino acids, spontaneous oscillatory chiral conversion, spontaneous oscillatory peptidization, pulsating oligopep-
tide structures. 
EARLIER FINDINGS ON SPONTANEOUS OSCIL-
LATORY CHIRAL CONVERSION AND SPONTANE-
OUS OSCILLATORY CONDENSATION OF CHIRAL 
LOW MOLECULAR WEIGHT CARBOXYLIC ACIDS 
Spontaneous Oscillatory Chiral Conversion 
Chiral conversion of many compounds, mainly from the 
group of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), 
has been abundantly reported right from the development of 
the chromatographic enantioseparation techniques, which 
took place in the sixties of the previous century. A compre-
hensive review covering publications on this topic and origi-
nating from the first four decades of investigations is pre-
sented in paper [1]. These publications deal with chiral con-
versions running either in living organisms, or in biological 
in vitro systems, hence apparently catalyzed by the biotic 
environment. Since that time, numerous new papers on the 
same topic have been published, none of them, however, 
witnessing to the oscillatory nature of this steric transforma-
tion. In the review book published by Wolf in 2008 [2], an 
overview was provided of chromatographic and electropho-
retic techniques applied to tracing chiral conversion of vari-
ous different compounds both in biotic and abiotic systems, 
yet no evidence has been produced of the oscillatory nature 
of such phenomena. 
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In paper [3], the phenomenon of spontaneous oscillatory 
chiral conversion was for the first time reported with S(+)-
ibuprofen, S(+)-ketoprofen, and S,R(±)-2-phenylpropionic 
acid as the test analytes, stored for longer periods of time in 
70% aqueous ethanol. This discovery was made with aid of 
the chiral thin-layer chromatography (TLC) and the primary 
feature of the obtained experimental results was symptomatic 
instability of the retardation parameter (RF) with the investi-
gated chiral compounds, as schematically presented in Fig. 
(1). 
Owing to densitometric detection, an additional thin-
layer chromatographic confirmation of the oscillatory chiral 
conversion was obtained in form of characteristic changes of 
the investigated analytes’ concentration profiles [3]. Sche-
matic presentation of densitometric evidence upon an exam-
ple of 2-phenylpropionic acid is given in Fig. (2). In this 
case, symmetric concentration profiles were ascribed to the 
S(+) and R(−)-2-phenylpropionic acid, respectively (Figs. 
2b,d), whereas the non-symmetric profiles (Figs. 2c,e,f) 
were characteristic of the partially separated scalemic S(+)- 
and R(−)2-phenylpropionic acid mixtures. 
In paper [4], an analogous evidence of the spontaneous 
chiral conversion was presented, this time obtained with use 
of HPLC-DAD. The chromatographic experiment was per-
formed for the scalemic mixture of L-Phg and D-Phg on the 
chiral stationary phase with chiral D-penicillamine ligands, 
dedicated exclusively to the enantioseparation of underivat-
ized amino acids. The results obtained are summarized in
Please provide 
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Fig. (1). Schematic representation of oscillatory changes of the RF position of ibuprofen (and the other investigated profens) on the planar 
chromatogram in the function of storage time in 70% aqueous ethanol, valid for the periodic chiral conversion from (+) to (−) and back (re-
produced with modification from (3)). 
 
Fig. (2). Sequence of the densitometric concentration profiles of 2-phenylpropionic acid after: (a) 0 h (racemic mixture); (b) 22.5 h (S(+) 
form); (c) 27.5 h (scalemic mixture); (d) 46.5 h (R(-) form); (e) 51.5 h (shift from R(-) form to scalemic mixture); and (f) 70.5 h (scalemic 
mixture); sample storage time at ambient temperature (22±1oC). Changes of the concentration profiles are accompanied by the changing RF 
values. Stationary phase: silica gel impregnated with L-arginine; mobile phase: ACN–MeOH–H2O, 5:1:0.75, v/v (reproduced from (3)). 
 
Fig. (3a). For the first six hours, the nonlinear peak height 
changes valid for L-Phg and D-Phg are observed. Then, the 
coalescence of the two peaks can be seen lasting for ca. 
twelve hours (apparently due to the formation of the non-
chiral enolate ion, identical for the two enantiomers), After 
that period of time, the coalesced peaks separate and again, 
the nonlinear peak height changes valid for L-Phg and D-Phg 
can be observed. The UV spectra recorded with use of the 
DAD detector for the two separated L-Phg and D-Phg peaks 
on the one hand and for the single coalesced peak on the 
other show striking difference, which strongly serves in sup-
port of our assumption (see Fig. 3b). 
In fact, chromatographic evidence of the spontaneous os-
cillatory chiral conversion was obtained in our studies by 
means of TLC and HPLC for a wide selection of profens, 
amino acids, and hydroxy acids. Chiral conversion of these 
compounds can occur according to the two different path-
ways. In aqueous solutions, the general scheme can be repre-
sented as [5]: 
 
where X: -R (aliphatic) and Y: -NH2, -OH, or –Ar (aro-
matic). 
In anhydrous media and in the presence of trace amounts 
of water, the probable mechanism of chiral conversion is [6]: 
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Fig. (3). (a) L-Phg and D-Phg peak height changes in the function of sample storage time for the chiral HPLC–DAD chromatograms of the L-
Phg–D-Phg solution in the mixture of 2 mM copper(II) sulfate–water–2-propanol (95:5, v/v). Time ranges of the enantiomer peak separation 
and the enantiomer peak coalescence are additionally illustrated by the chromatogram insets. (b) UV Spectra recorded with the DAD chroma-
tographic detector, valid for (A) each of the two enantioseparated Phg peaks (with maxima at 213.3 and 251.3 nm), and (B) the single coa-
lesced peak (with maxima at 222.8 and 251.3 nm) (reproduced from (4)). 
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From our earlier investigations, it comes out that the os-
cillatory chiral conversion of the low molecular weight car-
boxylic acids is accompanied by the oscillatory condensa-
tion. In the consecutive section, a brief overview of our find-
ings on this issue is provided. 
Spontaneous Oscillatory Condensation 
By oscillatory condensation, we understand formation 
and decay of condensation products, happening in turns. This 
decay does not necessarily need to be complete; there can 
just be a few monomeric units temporarily split off and later 
again bonded. Thin-layer chromatography is not the most 
advisable analytical technique to trace such phenomena, and 
for more than one reason. The main contraindication is a 
limited mobility of the higher molecular weight species on 
planar adsorbents, which often act as solid phase extractors, 
isolating immobile macromolecules from less mobile species 
by stopping them right on the start. However, it needs men-
tioning that at least once, TLC has been successfully used for 
the demonstration of the oscillatory condensation of the sili-
con-derived species, as shown in papers [7,8]. 
We started our investigations on spontaneous condensa-
tion of the chiral low molecular weight carboxylic acids from 
proving with use of biuret test that spontaneous peptidization 
of Phg really occurs [9]. To this effect, three samples (R-Phg, 
S-Phg, and R,S-Phg) were dissolved in 70% aqueous ethanol 
at room temperature and left for three days in stoppered glass 
vessels. After that period of time, biuret test was performed 
for each stored solution and convincing purple outcome was 
obtained, witnessing to the presence of the Phg-derived pep-
tides. In the past, spontaneous peptidization of amino acids 
has been sporadically investigated, and mostly in the frame-
work of the projects focusing on abiogenesis, including labo-
ratory simulations of a prebiotic universe under the environ-
mental conditions imitating possible origin of biological life. 
Usually, the employed experimental conditions were quite 
drastic, in order to reproduce the terrestrial or extraterrestrial 
environments from before the millennia. Among the best 
known experiments were those performed by Fox and 
Harada, and dealing with thermal copolymerization of amino 
acids to the products resembling proteins and therefore de-
noted as proteinoids [10,11]. 
To investigate the oscillatory nature of spontaneous pep-
tidization of amino acids and spontaneous condensation of L-
lactic acid, we used a number of advanced analytical tech-
niques, yet HPLC with the evaporative light scattering 
(ELSD), diode array (DAD), and mass spectrometric (MS) 
detection contributed the most. 
In papers [12-14], we presented the results of our investi-
gations dealing with spontaneous oscillatory condensation of 
selected profens, amino acids, and L-lactic acid. Chroma-
tographic check was done in two different ways. We re-
corded either the oscillatory concentration changes of the 
main compound, or the analogous concentration changes of 
the condensation products in a quasi-continuous manner. 
Additionally, in certain time intervals, mass spectra of age-
ing samples were recorded, to show an increasing number of 
the condensed species, with gradual growth of the respective 
m/z values. Moreover, in papers [12-14], theoretical models 
were proposed to explain the oscillatory mechanism of spon-
taneous oscillatory peptidization. 
In papers [15,16], we presented the results of spontane-
ous oscillatory condensation of the three binary amino acid 
systems (L-Pro–L-Hyp, L-Pro–L-Phe, and L-Hyp–L-Phe), 
dissolved in aqueous organic solvents. Also in this case, we 
recorded the oscillatory concentration changes of the two 
amino acids, and of the main condensation product. The 
chromatographic response and the respective mass spectra 
witness to the formation of homo and hetero oligopeptides, 
derived from the amino acid pairs. For the sake of illustra-
tion, in (Fig. 4) we present selected results originating from 
paper [16]. 
Oscillatory nature of chiral conversion and condensation 
suggests that the mechanisms of these two processes are in-
terrelated. In paper [4], we made an assumption that there 
might be a thermodynamic dependence between the endo-
thermic process of chiral conversion and the condensation 
process, which most probably is exothermic (as it comes out 
from multiple reports on thermodynamics of chemical con-
densation processes). With amino acids, the parallel proc-
esses of chiral conversion and peptidization can be illustrated 
by the following scheme [12]: 
 
A long-term (e.g., lasting one year) ageing of chiral low 
molecular weight carboxylic acids can result in high conden-
sation yields, as demonstrated upon the case of S(+)-
ibuprofen and R,S(±)-ketoprofen dissolved in 70% aqueous 
ethanol, and then stored for one year in a tightly stoppered 
glass vessel [17]. Considerable condensation yields with 
these two profens resulted in phase separation of the initially 
homogenous 70% aqueous ethanol solutions and emulsifica-
tion of each layer by the respective higher molecular weight 
condensation products. Emulsification of the one year old 
S(+)-ibuprofen and R,S(±)-ketoprofen solutions in 70% 
aqueous ethanol was confirmed by Raman spectroscopic 
analysis of the “white pupil”, as shown in Fig. (5). 
Spontaneous oscillatory chiral conversion and spontane-
ous oscillatory condensation drew our attention as natural 
phenomena and hence, monitored with use of analytical tools 
and interpreted with aid of theoretical models, based on 
stoichiometric and kinetic equations. Theoretical models are 
proposed and extensively discussed in papers [12-15,17,18]. 
Chronologically first model interpreted the phenomenon of 
spontaneous chiral conversion alone and it was named the 
model of two linked templators [18]. It assumed intermo-
lecular interactions between a given enantiomer (as a cata-
lytically acting template) and a species in an intermediate 
state (either enol, or an enolate ion). As a result, enol (or 
enolate ion) eventually assumed steric configuration of an 
enantiomer that it has been earlier bonded to (basically, 
through polar intermolecular interactions and the H-bonds). 
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Fig. (4). (a) Time series of the chromatographic peak heights for Pro–Phe in acetonitrile (HPLC-ELSD); 1, Pro; 2, Phe; 3, main peptidization 
product. (b) LC chromatogram with mass spectrometric inset for the Pro–Phe solution after 122 days storage period (reproduced from (16)). 
 
 
Fig. (5). (a) An example of a single concentric pattern of the microemulsion droplet recorded in the upper layer of ibuprofen solution with 
pure water constituting the ‘‘white pupil’’; (b) Raman spectra collected from the ‘‘white pupil’’, the dark rim, and the outside of the pattern 
shown in Figure 5(a) (reproduced from (17)). 
 
The most recent theoretical approach is given in paper 
[15] and it handles peptidization of a pair of amino acids in 
an aqueous solution. To this effect, four models have been 
developed to explain the specific dynamics of this process. 
They took into the account mutual catalytic effect of the two 
amino acids making a pair. Their common general feature 
can be given, as follows. At the first step, both amino acids 
undergo oligopeptidization. At the second step, oligopeptides 
can undergo an uncatalyzed aggregation to form the H-
bonded supramolecular aggregates and the covalently 
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bonded higher peptides (characterizing with the properties of 
the micelles). The third step is assumed as catalyzed aggre-
gation, which means that the chemical structure of the al-
ready formed micelles influences the structure of the new 
generation micelles. At the fourth step, decomposition of the 
micelles is anticipated. Each step is characterized by means 
of stoichiometric and kinetic equations, separately for each 
amino acid from a given amino acid pair. An extreme case is 
that the two amino acids do not cooperate in the condensa-
tion process and produce homo-oligopeptides only (model 
1). In the other three cases (models 2-4), homo- and heter-
opeptides can be formed with kinetic predominance of a 
faster or a slower peptidizing amino acid from a given pair, 
or as a result of a cooperative effect. 
Current Findings on Spontaneously Pulsating Pro-Phe 
Oligopeptide Nano- and Microfibers 
After one year storage period at 21±1oC, we focused on 
70% aqueous acetonitrile solution of a Pro−Phe mixture (the 
same which was earlier investigated for the period of 250 h; 
see Fig. 4 [16]). The first step was microbiological tests for 
possible presence of microorganisms in the Pro−Phe liquid 
sample after one year long storage period. In our laboratory, 
this is routine procedure with all organic samples after the 
long storage periods. These tests are performed using the 
solid and liquid media. Composition of solid medium: meat 
extract, 2 g L-1; yeast extract, 2 g L-1, peptone, 5 g L-1, so-
dium chloride, 4 g L-1; agar, 15 g L-1, pH = 7.4. Composition 
of liquid medium: meat extract, 0.4 g L-1; enzymatic casein 
hydrolysate, 5.4 g L-1; yeast hydrolysate, 1.7 g L-1; peptone, 
4.0 g L-1; sodium chloride, 3.5 g L-1. 
With the solid medium, 100-µL Pro−Phe liquid samples 
were introduced and incubated for seven days at the same 
temperature at which stock solution had been stored earlier 
(ca. 21°C). This experiment was repeated in triplicate. To 50 
mL of the liquid medium, we added 100-µL aged Pro−Phe 
liquid samples and then incubated the samples for fourteen 
days at ambient temperature (ca. 21°C) with continuous 
shaking (260 rpm). This experiment was also repeated in 
triplicate. In none of the samples was growth of microorgan-
isms observed. Longer incubation periods were not em-
ployed, due to the risk of sample infection. 
As a control, we carried out a protein determination by 
the Bradford method [19] and also measured the light absor-
bance at λ = 260 nm in order to check for the presence of 
DNA in the two samples. The Bradford test gave a negative 
result, and the spectrophotometric measurement revealed no 
DNA in our samples. We therefore concluded that no micro-
organisms were present in the aged Pro−Phe liquid sample. 
Originally, our sample was composed of 10 mg mL-1(i.e., 
8.69 × 10-2 mol L-1) L-Pro (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 
USA) and 10 mg mL-1(i.e., 6.05 × 10-2 mol L-1) L-Phe 
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany), dissolved in a mixture 
of the HPLC purity grade acetonitrile (J.T. Baker, Deventer, 
The Netherlands), and the double distilled and de-ionized 
water by means of the Elix Advantage model Millipore sys-
tem (Millipore, Molsheim, France) (70:30, v/v). In the course 
of one year, spontaneous oscillatory chiral conversion of L-
amino acids to the D form has taken place, as well as sponta-
neous oscillatory peptidization. As a result, L- and D-Pro, 
and L- and D-Phe must have been formed due to spontane-
ous chiral conversion, and the homo- and heteropeptides as 
well. 
Upon visual inspection of the aged solution, the follow-
ing observation was made. Namely, an originally colorless 
and macroscopically homogenous solution in the course of 
one year spontaneously turned to a heterogeneous suspen-
sion, with white fibers floating therein (Fig. 6a). However, 
the amount of fibers was fluctuating from very low abun-
dances to higher abundances (giving the system a milky and 
opalescent look), and then back to very low abundances. 
This pulsation was dynamic and continuous (although 
counted in hours rather than minutes). The gelated agglom-
eration of fibers captured in the moment of their highest 
abundance is shown in Fig. (6b). In Fig. (6c), we present a 
sample of solid Pro−Phe fibers extracted from the solution 
and registered in the transition light with use of the Axio 
Scope A1 model Zeiss optical microscope (Zeiss, Oberko-
chen, Germany) and in Figs. (6d,e), we show the optical 
microscope pictures of a single microfiber and an agglom-
eration of microfibers suspended in the solution, respec-
tively. 
On the three pictures shown in Figs (6c-e), respective 
size bars are shown, which allow estimating dimensions of 
the recorded fibers (which on average prove in a range of ca. 
1-2 µm diameter and less than 100 µm length). As the inves-
tigated solution was originally composed of L-Pro and L-Phe 
only, and in view of our earlier findings on common and 
spontaneous oscillatory peptidization of amino acids, it 
seems inevitable that chemically, the observed fibers are 
peptides. Moreover, we concluded that the dynamic forma-
tion of fibers is due to the stepwise obtaining of a critical 
number of the condensed monomeric amino acid units. 
Above that level, oligopeptides apparently become insoluble 
in 70% aqueous acetonitrile and therefore precipitate in the 
fiber form. In the course of spontaneous decay, fibers again 
lower the number of the condensed monomeric units below 
the critical condensation level and dissolve in 70% aqueous 
acetonitrile. This spectacularly pulsating mechanism remains 
in agreement with our earlier discovery of spontaneous oscil-
latory peptidization with amino acids.  
Next we intended to decide, if the observed fibers are  
hollow inside (i.e., if they are tubes rather than fibers).  
Moreover, we intended to know, if there are nanofibers in  
the suspension, and not exclusively microfibers. To this ef- 
fect, we needed greater magnification power, so that the next  
series of the pictures was taken with the Jeol JSM-7600F  
model scanning electron microscope (SEM) (Joel, Peabody,  
MA, USA). Selected micrographs are shown in Fig. (7). The  
micrographs presented in (Fig. 7), show that the investigated  
Pro-Phe fibers are mostly of the micro size, but some of  
them are of the nano size also (i.e., with the fiber width be- 
low 0.1 µm). Among the fibers floating in solution and prac- 
tically invisible to human eye (Figs. 7a-c), there are more  
nanofibers than among those which due to their much higher  
weight appeared as a sediment in the vial (Figs. 7d-f). It also  
became evident that practically all microfibers are the nan- 
ofiber bunches tightly stuck together and in certain way  
resembling the spaghetti bunches. In the other words, no  
nano- or microtubes were formed in solution, although  
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Fig. (6). (a) Volumetric flask with fibers suspended in solution; (b) a sediment of gelated fibers in a vial turned upside down; optical micro-
scope pictures of (c) solid microfibers extracted from the solution (X50); (d) single microfiber suspended in the solution (X50); (e) agglom-
eration of microfibers suspended in the solution (X10). Size bars make insets in each individual microscope picture. 
 
Fig. (7). (a)-(c): Scanning electron micrographs of fibers floating in solution; (d)-(f): scanning electron micrographs of fiber sediment in the 
vial with magnification of (a) X2700; (b) X3500; (c) X30000; (d) X900; (e) X650; (f) X7000. In (c) and (f), diameters of certain fibers are 
indicated. Size bars make insets in each individual picture. 
 
occasionally not all nanofibers were stuck very closely to-
gether (thus leaving hollow spaces among the neighbouring 
threads like, e.g., in Fig. 7e). 
In order to confirm our assumption as to the oligopeptide 
nature of the obtained fibers, two analytical tests were per-
formed. The first test was performed with use of the IR ab-
sorption spectroscopy. To this effect, we first picked a sam-
ple of solid fibers from the aqueous acetonitrile suspension, 
dried it in ambient air on a microscope slide, and then re-
corded its IR spectrum in the wavelength range from 4000 to 
400 cm-1 with use of the model Magna 560 Nicolet FT-IR 
spectrophotometer (Nicolet, Grenoble, France). This spec-
trum was recorded from the KBr pellet (ca. 3 mg fiber sam-
ple per 150 g crystalline KBr), and the analogous spectra 
were recorded for the mechanical 1:1 (w/w) Pro-Phe mix-
ture, and the solid Pro and Phe samples. The obtained spectra 
are shown in Fig. (8). 
A comparison of the IR absorption spectra given in (Figs. 
8a-d) reveals a symptomatic difference between the fiber 
spectrum (Fig. 8a) on the one hand, and the remaining three 
spectra (Figs. 8b-d) on the other. With (Figs. 8b-d), similar-
ity of all spectral envelopes is evident. Moreover, (Fig. 8b) 
valid for the mechanically obtained 1:1 (w/w) Pro-Phe mix-
ture reflects additivity of the IR spectra valid for pure Pro 
(Fig. 8c) and pure Phe (Fig. 8d). There is, however, no such 
additivity, if the IR spectrum of fibers (Fig. 8a) is compared 
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with the remaining three spectra (Figs. 8b-d). Two most 
striking differences between the IR spectrum of fibers and 
those valid for the other samples are: (i) much lower absor-
bance of fibers, as compared with the rest; and (ii) largely 
simplified shape of the fiber spectrum in the wavenumber 
range from ca. 3400 to ca. 1800 cm-1 (where an efficiency of 
intermolecular interactions through the H-bonds is pro-
nounced the best). Effects (i) and (ii) apparently originate 
from the fact that in the fibers, the amino acid functional 
groups (-COOH and -NH2) are almost entirely engaged in 
peptide bonds (-CO-NH-), hence an ability of fibers to act 
through intermolecular H-bonds drastically diminishes. On 
the other hand, the subtle structure of the spectrum in the 
wavenumber range from ca. 1250 to ca. 450 cm-1 valid for 
the fibers resembles those of the remaining three IR spectra, 
which is a proof that the fibers indeed originate from Pro and 
Phe. Thus a conclusion can be drawn that the IR spectro-
scopic evidence supports the oligopeptide nature of the ob-
tained fibers. 
The second instrumental test was performed with use of 
mass spectrometry. Mass spectra were recorded in positive 
ionization mode by means of the Varian MS-100 mass spec-
trometer (Varian, Harbor City, CA, USA), operating in the 
ESI MS mode for the 70% aqueous acetonitrile solution 
which contained the lower and therefore soluble oligopeptide 
fraction (with the fiber suspension filtered off). An example 
of the obtained mass spectrum is given in Fig. (9). Mass 
spectrum of the soluble oligopeptide fraction formed in the 
course of the prolonged ageing of the Pro-Phe solution re-
veals a good number of the species with the m/z values 
within the range from 2000 to 3000 and higher. For ten dis-
tinct signals, the oligopeptide structures were proposed, as 
shown in Table 1. Seven signals were attributed to the hetero 
type oligopeptides, and molar proportions of Pro and Phe in 
five such signals are either equal, or close to 1:1, i.e., in 
analogy to those in the original Pro-Phe solution. Thus one 
can anticipate that the filtered off fibers also represent homo 
and hetero oligopeptides, although with higher numbers of 
the condensed monomeric amino acid units. 
Table 1. Selection of some intense mass spectrometric signals 
for soluble oligopeptides from the Pro-Phe solution 
in 70% aqueous acetonitrile (see Fig. 9), with possi-
ble structures attributed to them. 
Signal (m/z)  Proposed ion 
216 [Pro2+He]+ 
812 [Pro8+H2O]+ 
1498 [Pro9+Phe4+H3O]+ 
2014 [Pro8+Phe8+CO2]+ 
2458 [Pro10+Phe10]+ 
2754 [Pro10+Phe12+H2]+ 
2866 [Pro11+Phe12+OH]+ 
2886 [Pro11+Phe12+H2O+H3O]+ 
3220 [Pro10+Phe15+CO]+ 
3220 [Pro33+H]+ 
 
Fig. (8). The IR absorption spectra recorded in the wavelength range from 4000 to 400 cm-1 from KBr pellets for (a) solid fiber sample, (b) 
1:1 (w/w) mixture of Pro and Phe, (c) Pro sample, and (d) Phe sample. 
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Fig. (9). Mass spectrum recorded in the ESI MS mode with positive ionization for the soluble oligopeptide fraction of the aged Pro-Phe solu-
tion in 70% aqueous acetonitrile (with fibers filtered off). 
 
 
Fig. (10). (a) Schematic illustration of pulsating instability of peptide nano- and microstructures as a reversible change from a lower molecu-
lar weight soluble species (dissolved in the one-phase system) to a higher molecular weight insoluble species (precipitated to give a two-
phase system); (b) Turbidity changes (in nephelometric turbidity units, NTU) for the Pro-Phe solution in the range of 0 ÷ 26 days sample 
storage period. Insets emphasize non-linear nature of turbidity changes in shorter time intervals 
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The results presented in this paper focus on dynamic in-
stability of peptides in solution, apparently caused by pep-
tidization/hydrolysis with participation of monomeric amino 
acids and by self-assembly/disassembly of the peptide-based 
supramolecular entities. Seemingly analogous phenomena 
have earlier been reported in other papers, although funda-
mental difference between our findings and those earlier 
reported is that our pulsations were perceived in abiotic 
amino acid systems, whereas in other cases, action of differ-
ent biocatalysts was involved (e.g., in paper [20], pulsations 
were attributed to the presence of the enzyme α-
chymotrypsin, and those reported in papers [21,22] to the 
presence of the phosphatase/kinase system). Moreover, no 
other report except of ours connects peptide instability with 
spontaneous oscillatory chiral conversion of the monomeric 
amino acids as an inevitable initial step of the pulsating in-
stability considered. In view of our present and previous 
findings on spontaneous oscillatory chiral conversion and 
oscillatory peptidization, it seems only logical to assume that 
the pulsating formation and decay of the oligopeptide fibers 
is a property inherent of amino acids, which can well pro-
nounce in abiotic systems. Schematic illustration of a re-
versible change from a lower molecular weight soluble spe-
cies (fully dissolved in the one-phase system) to a higher 
molecular weight insoluble species is given in Fig. (10a). 
This pulsating shift from the lower to higher yields of in-
soluble peptide particles can be confirmed experimentally 
with use of turbidimeter, when peptide particles are still too 
small to be perceived by human eye. In Fig. (10b), the time 
series is presented of turbidity changes (registered in the 
nephelometric turbidity units, NTU) for the Pro-Phe solution 
in 70% aqueous acetonitrile stored for the period of 26 days. 
Turbidimetric measurements were performed with use of the 
Turbidity Sensor (model TRB-BTA, Vernier Software & 
Technology, Beaverton, OR, USA), enabling acquisition of 
the turbidity results in continuous mode. The non-linear plot 
given in (Fig. 10b) represents the pulsating instability effect 
discussed in this paragraph, i.e., the changing yields of in-
soluble peptide particles formed in solution in the course of 
ageing. 
In the case described in this study, it took ca. one year for 
the abiotic Pro–Phe solution to produce visually perceptible 
pulsating fiber formation and decay (and a much shorter pe-
riod of 26 days to perceive the same effect with aid of tur-
bidimeter). As demonstrated in paper [20], the potential of 
amino acids to undergo the oscillatory fiber formation can be 
biocatalytically enhanced, yet up to our own experience, its 
true background seems inherent exclusively of the amino 
acids involved and their ability to spontaneously undergo the 
oscillatory chiral conversion and peptidization. 
CONCLUSIONS 
Up to our best knowledge, this is the first documented 
report on spontaneous (i.e., non-catalyzed) pulsation under 
mild external conditions (an unshaken sample storage for the 
period of one year at 21±1oC) of Pro−Phe oligopeptide mi-
crofibers in an abiotic aqueous organic solvent. The oli-
gopeptide molecular characteristics was supported by the 
results originating from IR spectroscopy and mass spec-
trometry, and the microfiber structure was proved with use 
of optical and electron microscopy. The mechanism of the 
dynamic pulsation of the oligopeptide microfibers seems 
directly related to our earlier findings on the mechanisms of 
spontaneous oscillatory chiral conversion and spontaneous 
oscillatory condensation with the low molecular weight 
chiral carboxylic acids. So far, no theoretical model of pep-
tide pulsation has yet been developed, although some efforts 
have already been undertaken and the goal might probably 
be reached in not a very distant future. 
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Abstract
Fromour earlier investigations, it comes out that proteinogenic amino acids can undergo spontaneous
oscillatory reactions of chiral inversion and peptidization. L-Serine (L-Ser) is an important proteinogenic
amino acid with many vital functions in human and mammalian organisms, e.g., it is responsible for
good condition of the nervous cell membranes. It undergoes spontaneous oscillatory processes of
chiral inversion and peptidization, and the goal of this study was to compare the dynamics of its
peptidizationwith that of D-Ser and DL-Ser (racemate). Themain analytical technique used in our exper-
iment was TLC-densitometry, and the auxiliary chromatographic techniques were HPLC–evaporative
light scattering detector and LC–MS. The results obtained witness to the differences in peptidization
dynamics of the two Ser enantiomers (L and D) and of the racemic mixture thereof (DL). It was
shown that DL-Ser characterizes with the higher, and L- and D-Ser with the lower peptidization yields.
Introduction
The research on spontaneous oscillatory chiral conversion of the
low-molecular-weight carboxylic acids was initiated a decade ago
with an article demonstrating this phenomenon upon an example of
S(+)-ibuprofen (1), and later it was confirmed as a general phenome-
non with a selection of other compounds from the groups of profen
drugs, hydroxyl acids and amino acids (e.g., (2–4)). Then, it was
found out that spontaneous oscillatory chiral conversion of the afore-
mentioned compounds is accompanied by spontaneous oscillatory
condensation of the same compounds and the two processes are run-
ning in the parallel (5–7). Studies (1–7) furnish general information on
possible molecular mechanisms of these two oscillatory processes,
which involve a non-chiral enol/enolate ion intermediary step and
can be illustrated by the scheme given in Figure 1A (for the sake of
this study, showing an example of L-Ser).
So far, spontaneous peptidization of amino acids in abiotic media
has not attracted sufficient interest from the side of the amino acid and
protein researchers and an evident proof of this lack of interest is, e.g.,
a poor choice of the HPLC columns available on the market and ded-
icated to the enantioseparation of native, underivatized amino acids.
In the past, spontaneous peptidization of amino acids has been spor-
adically investigated, and mostly by those interested in abiogenesis
and the development of a prebiotic universe under the environmental
conditions stimulating the origin of biological life. In model experi-
ments, the employed working conditions used to be quite drastic, in
order to reproduce the terrestrial or extraterrestrial environments
from before the millennia. Among the best-known experiments are
those performed by Fox and Harada, and dealing with thermal copo-
lymerization of amino acids to the products resembling proteins and
therefore denoted as proteinoids (8, 9).
Our interest in spontaneous oscillatory processes running in abiot-
ic liquid systems and involving amino acids resulted in the investiga-
tion of chiral conversion (10, 11) and peptidization (e.g., (12–15)),
using mainly TLC-densitometry (11–13) and HPLC (14–16) with
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different detectors [diode array detector (DAD), evaporative light
scattering (ELSD) and MS] as analytical tools. In some of these inves-
tigations, we focused on peptidization of binary amino acid mixtures
and a possibility of the heteropeptide formation (e.g., (14, 16, 17)). Se-
lection of the binary amino acid mixtures (e.g., L-Pro-L-Phe,
L-Hyp-L-Phe, and L-Pro-L-Hyp) with different peptidization dynamics
of each counterpart was deliberate, in order to trace its impact on an
overall dynamics of co-peptidization. In the study of Sajewicz et al.
(16), a theoretical model was developed extensively discussing four
logical cases of peptidization dynamics with two different amino
acids present in the solution. Case 1 does not assume any intermolec-
ular interactions between the two counterparts, which results in for-
mation of homopeptides only. In that case, peptidization dynamics
of the two amino acids resembles those of pure amino acids in mono-
component solutions. Cases 2–4 anticipate different cooperative
effects with (i) one amino acid governing an overall peptidization
dynamics, (ii) another amino acid governing an overall peptidization
dynamics and (iii) peptidization dynamics in the mixture different
from those valid for the single peptidization counterparts.
Amino acid enantiomers are two different yet structurally very sim-
ilar compounds. The aim of this study was to compare peptidization
dynamics of two enantiomers in an abiotic solution versus their peptid-
ization dynamics in a binary mixture. Moreover, we were searching for
an experimental evidence of heteropeptide formation in an enantiomer
mixture. Our choice was L- and D-Ser, because of the importance of the
proteinogenic L-Ser as a building block of the mammalian and human
proteins (Figure 1B). Our interest in Ser was instigated by a growing
amount of information on an effective chiral conversion of L-Ser to
D-Ser in various different brain regions of mammals under a catalytic
influence of serine racemase (e.g., (18–20)). Although the role of this
chiral conversion in the metabolic pathway is not yet fully understood,
this finding undermines an established concept of L-homochirality of
the mammalian and human proteins. Moreover, certain scientific re-
ports point out to a possible role of D-Ser played in neuropsychiatric
and neurodegenerative conditions (e.g., (21, 22)). Another interesting
feature of L-Ser is its documented ability to relatively easily racemize,
which was perceived by geochemists involved in the protein geochrono-
logical studies (23, 24).
Experimental
Reagents
In this experiment, we used L-Ser purchased from Reanal (Budapest,
Hungary), and D-Ser and DL-Ser purchased from Sigma-Aldrich (St
Louis, MO, USA). All amino acids were of analytical purity. Metha-
nol, 1-propanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 2-propanol
(Merck, Darmstadt, Germany) were of HPLC purity. Ninhydrin, zinc
(II) nitrate, glacial acetic acid and ammonia (PHH POCh, Gliwice,
Poland) were also of analytical purity. Water was de-ionized and dou-
ble distilled in our laboratory by means of the Elix Advantage model
Millipore System (Molsheim, France).
TLC-densitometric comparison of peptidization yields
with L-, D- and DL-Ser
Thin-layer chromatographic experiments were performed on the com-
mercial 20 × 20 cm plates pre-coated with microcrystalline cellulose
(Merck; cat. no. 1.05716). Concentrations of L-Ser, D-Ser and DL-Ser
in 70% aqueous methanol were 1 mg mL−1 (i.e., 9.44 × 10−3mol L−1).
The L-Ser solution in 70% aqueous methanol was used for the micro-
scopic measurements as well.
Chromatographic plates were activated by heating for 30 min at
110°C prior to applying the amino acid samples. Just before the chro-
matographic analysis, zinc(II) nitrate was added to the six samples,
i.e., to the fresh L-, D- and DL-Ser solutions, and the L-, D- and
DL-Ser solutions after 11 days of aging (the molar ratio of amino
acid-to-zinc(II) nitrate was 1:1). The 1-propanol–0.5% aqueous
ammonia (7:3, v/v) mixture was used as the mobile phase. Samples
were spotwise applied to the plates in the 5-µL aliquots, 1.5 cm
apart and 1 cm above the lower edge of the plate. The chromatograms
were developed to the distance of 7 cm, and the development time
was ca. 2 h. After the development, the plates were dried and the
chromatograms were visualized by spraying the plates with the
0.5% ninhydrin solution in 2-propanol, followed by heating for
5 min at 110°C.
The visualized chromatograms were densitometrically scanned with
use of a Desaga (Heidelberg, Germany) model CD 60 densitometer
Figure 1. (A) The parallel processes of chiral conversion and peptidization of L-Ser; and (B) chemical structures of L-Ser and D-Ser.
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equipped with the Windows-compatible ProQuant software. Concen-
tration profiles of the development lanes were recorded in the reflectance
mode at the carefully selected wavelength, λ = 550 nm. The obtained
results were additionally recorded with a digital camera. All TLC exper-
iments were performed in triplicate.
HPLC-ELSD comparison of peptidization dynamics
with L-, D- and DL-Ser
Monitoring of spontaneous non-linear peptidization dynamics of L-,
D- and DL-Ser was performed with use of the achiral HPLC-ELSD.
The L-, D- and DL-Ser solutions were prepared in 70% aqueous meth-
anol at the concentration equal to 1 mg mL−1 (i.e., 9.44 × 10−3 mol
L−1), then placed in an autosampler and recording of the chromato-
grams for the L-, D- and DL-Ser sample was carried out in the 8-min
intervals for the period of 40 h. The analyses were carried out using
the Varianmodel 920 liquid chromatograph equippedwith the Varian
900-LC model autosampler, the gradient pump, the Varian Pro Star
510 model column oven, the Varian 380-LC model ELSD detector
(Varian Inc., Palo Alto, CA, USA), the ThermoQuest Hypersil C18
(150 × 4.6 mm i.d.; 5 µm particle size) column and the Galaxie soft-
ware for data acquisition and processing. Other working conditions
are as follows: sample aliquots, 3 μL; mobile phase composition,
acetonitrile–1% aqueous CH3COOH (10:90, v/v); and mobile
phase flow rate, 0.8 mL min−1 (in the isocratic mode). The column
was thermostatted at 35°C.
MS evidence of peptidization of L-, D- and DL-Ser
To prove the presence of the peptides in the investigated amino acid so-
lutions, the mass spectrometric analysis was performed for the samples
of L-, D- and DL-Ser in 70% aqueous methanol, aged for 9 months. For
this investigation, we used Thermo LCQ Deca XP Plus MS system
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) under the following working
conditions: the ESI mode (ESI–MS scan, positive ionization, capillary
voltage 50 V, needle voltage 5 kV and needle temperature 250°C).
All MS experiments discussed in this study were performed at least in
duplicate.
Results
TLC-densitometric comparison of peptidization yields
with L-, D- and DL-Ser
Different peptidization dynamics of L-, D- and DL-Ser dissolved in
70% methanol were demonstrated with use of the thin-layer chroma-
tography. In Figure 2A, the densitograms are presented valid for the
freshly prepared solutions of L-, D- and DL-Ser, and also for those
aged for 11 days. In Figure 2B, the picture of the chromatogram is pre-
sented, showing the chromatographic spots of the freshly prepared so-
lutions of L-, D- and DL-Ser, and also of those aged for 11 days. The
retardation coefficient (RF) values of the monomeric Ser (L, D and DL)
are equal to 0.32 ± 0.02.
HPLC-ELSD comparison of peptidization dynamics
with L-, D- and DL-Ser
The HPLC-ELSD technique was used to demonstrate the non-linear
concentration changes of the investigated amino acids in the course
of time, thus revealing an oscillatory nature of peptidization in the
solutions of L-, D- and DL-Ser.
Figure 2. (A) Densitograms obtained for the freshly prepared solution of (a) L-Ser, (b) D-Ser and (c) DL-Ser, and for the solutions thereof stored for the period of 11
days. (B) Picture of the developed chromatogram, where (1, 2): freshly prepared L-Ser solution; (3, 4): L-Ser solution aged for 11 days; (5, 6): freshly prepared D-Ser
solution; (7, 8): D-Ser solution aged for 11 days; (9, 10): freshly prepared DL-Ser solution and (11, 12): DL-Ser solution aged for 11 days.
Figure 3. Superposition of the selected HPLC-ELSD chromatograms recorded
for L-Ser in 70% aqueous methanol after 0.12, 4.83 and 39.83 h storage time.
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In Figure 3, superposition is shown of three chromatograms valid
for L-Ser and registered for the fresh sample (after 0.12 h aging) and
for those after 4.8 and 39.83 h aging. In Figure 4, we show the time
series of the peak heights registered for the L-, D- and DL-Ser samples
in the course of 40 h aging.
MS evidence of peptidization of L-, D- and DL-Ser
Themass spectrometric results prove that amino acids stored in an abi-
otic environment undergo spontaneous peptidization. In Figures 5A–
C, the mass spectra that were recorded for the L-Ser, D-Ser and DL-Ser
samples stored for the period of 9 months are given.
Discussion
TLC-densitometric comparison of peptidization yields
with L-, D- and DL-Ser
First, it has to be emphasized that the enantioseparation of amino acids
still is a very challenging analytical task. However, TLC-densitometry
of amino acids and, more specifically, the enantioresolution thereof
can be achieved in a more straightforward and easier manner than
with the other chromatographic techniques. There are at least two rea-
sons, which justify this statement. One reason is that for the direct enan-
tioseparation of amino acids (i.e., for that without a preliminary
derivatization) only one chiralHPLC column is available on themarket,
whereas TLC-densitometry offers a possibility of an in-home prepara-
tion of a wide selection of dedicated and reasonably well-performing
chiral stationary phases and/or a variety of specially devised mobile
phases. Another reason is that the enantioresolution of chiral counter-
parts obtained with aid of TLC-densitometry is preserved on a
chromatographic plate, thus enabling further investigations. This con-
clusion is based on our long-time experience, and it can also be derived
from the monograph on chromatographic analysis of amino acids, with
a considerable part dedicated to the achievements of the enantiosepara-
tion with aid of TLC-densitometry (25).
From our earlier investigations, it comes out that amino acids can
undergo spontaneous oscillatory inversion and peptidization (al-
though Ser has never been investigated before). The current compari-
son of the Ser enantiomers shows that the peptidization dynamics of
L-, D- and DL-Ser dissolved in 70% aqueous methanol considerably
differ. Investigations with use of TLC revealed that the most dynamic
peptidization process takes place with the racemic Ser mixture
(DL-Ser). Namely, the band intensity of the monomeric DL-Ser ob-
tained for the fresh sample equaled to 836.45 mAV, and the analogous
signal obtained from the aged sample equaled to 332.86 mAV only,
showing a concentration drop equal to 503.59 mAV (Figure 2A-C).
In the case of D-Ser, the analogous band intensity values were
958.00 and 621.08 mAV, respectively, with the band intensity drop
equal to 336.92 mAV, which is a proof of the lower peptidization
yields (Figure 2A-B). The least dynamic peptidization was observed
with L-Ser. In this case, band intensities of the monomeric L-Ser in
the fresh sample and in that after 11 days aging were practically the
same and equal to 824.87 mAV. It needs adding that chromatographic
spots of the monomeric L-, D- and DL-Ser in the fresh and aged samples
(visualized with ninhydrin; Figure 2B) do not show the effect of pep-
tidization as clearly as do the respective densitograms.
HPLC-ELSD comparison of peptidization dynamics
with L-, D- and DL-Ser
The superposition of the three chromatograms valid for L-Ser and reg-
istered for the fresh sample (after 0.12 h aging) and for those after 4.83
and 39.83 h aging (Figure 3) was made for the sake of comparison to
emphasize the general trend of sample aging, which was the concen-
tration drop of the monomeric L-Ser as a result of peptidization. The
analogous trend was observed with D-Ser and DL-Ser, too.
In Figure 4, we showed the time series of the peak heights registered
for the L-, D- and DL-Ser samples in the course of 40 h aging. From the
obtained plots, it is evident that the amino acid concentrations were
changing in a non-linear (oscillatory) fashion. Changes in the L-,
D- and DL-Ser concentrations are well expressed in terms of the peak in-
tensity changes. For L-, D- and DL-Ser, the respective oscillatory peak in-
tensity ranges are 145.03–201.44, 114.90–165.90 and 123.40–
157.10 mV. The oscillation range of the peak maxima valid for L-Ser
is somewhat higher than those valid for D-Ser and DL-Ser. This result
remains in conformity with those originating from TLC-densitometry
as an additional proof that with D- and DL-Ser, higher peptidization
yields are observed comparedwith L-Ser (and hence, the intensity ranges
of the respective peak maxima for the monomeric D- and DL-Ser are
lower than that valid for L-Ser).
MS evidence of peptidization of L-, D- and DL-Ser
Mass spectra obtained for L-, D- and DL-Ser confirm differentiated
peptidization dynamics with these three amino acids. From the TLC
results, a conclusion can be drawn that the peptidization rate with
DL-Ser is the higher one, whereas peptidization rates with L-Ser and
D-Ser are lower. From Figures 5A and B, it can be seen that the mass
spectra valid for the aged L- and D-Ser samples after the 9-month stor-
age period are quite similar to one another in this sense that relative
intensities of the respective peptides are rather low when compared
against the predominant molecular ion at m/z 105.9. In Figure 5C,
the mass spectrum valid for the DL-Ser sample is given, with the pre-
dominant molecular ion at m/z 105.9, yet with relative intensities of
the spontaneously formed peptides considerably higher than those ob-
served for individual enantiomers (Figures 5A and B). Moreover, in
Figures 5A–C the tabulated proposals are presented of the possible
peptide structures attributed to the selected m/z signals in the respec-
tive mass spectra. In certain cases, the numbers of the corresponding
peptide bonds (–CO–NH–) are equal to several dozens.
Conclusion
The goal of this study was to demonstrate different peptidization dy-
namics of L-, D- and DL-Ser, and it was obtained with the use of the
TLC-densitometry as the main analytical technique, and HPLC-ELSD
Figure 4. Time series of chromatographic peak heights for L-Ser, D-Ser and
DL-Ser in 70% aqueous methanol registered with the ELSD detector.
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Figure 5.Mass spectra registeredwith use of LC–MSand implementedwith the tabulated interpretation of the selectedm/z signals for the aged samples of (A) L-Ser,
(B) D- and (C) DL-Ser, respectively.
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and LC–MS as the auxiliary chromatographic techniques. Although
each chromatographic technique contributed in its own way to adding
to a multidimensional picture of the phenomenon investigated, the ex-
perimental evidence furnished by TLC-densitometry can be regarded
as the most straightforward and therefore the most comprehensive
also. On the basis of the results originating from the three different
chromatographic techniques, it was unequivocally established that
DL-Ser undergoes a more rapid spontaneous oscillatory peptidization
process, whereas peptidization of L- and D-Ser is perceptibly slower. At
this stage, the reason for the difference in peptidization rates between
L- and D-Ser is not yet clear.
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Amino Acids Traced by 
Means of TLC–MS
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19.1  SPONTANEOUS OSCILLATORY CHIRAL CONVERSION 
AND SPONTANEOUS OSCILLATORY 
PEPTIDIZATION OF AMINO ACIDS
In Reference 1, spontaneous oscillatory chiral conversion for the irst time was 
reported for several propionic acid derivatives, stored for longer periods of time 
in 70% aqueous ethanol, based on the results originating from thin-layer chroma-
tography (TLC) (and other instrumental techniques). Later, an analogous evidence 
of spontaneous chiral conversion obtained with use of high-performance liquid 
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chromatography with diode-array detection (HPLC–DAD) was presented [2]. It was 
demonstrated that the oscillatory chiral conversion is a general property that char-
acterizes the low-molecular weight carboxylic acids from the groups of profen drugs 
[1], amino acids [3], and hydroxyl acids [4], when dissolved in aqueous or nonaque-
ous solvents and stored for certain periods of time in solution. Chiral conversion of 
such compounds can occur according to two different pathways. In aqueous solu-
tions, the general scheme is represented as [5] follows:
Enantiomer 1
Y
Y
H
X
Y
H
X
X
C C–C C
CC
O O
O
O– O– O
–
–H+ –H+
Enolate ion Enantiomer 2
where X: –R (aliphatic) and Y: –NH2, –OH, or –Ar (aromatic).
In anhydrous media and in the presence of trace amounts of water, the probable 
mechanism of chiral conversion is [6] as follows:
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H
O H
H OO O
O
Enol Enantiomer 2
From our earlier investigations, it came out that the oscillatory chiral conver-
sion of the low-molecular weight carboxylic acids occurs in parallel with the oscil-
latory condensation, which most probably has thermodynamic justiication [2]. In 
Reference 7, the results were presented of spontaneous oscillatory peptidization for 
three amino acids (l-Met, l-His, and l-Ser) dissolved in water, and in References 8 
and 9, the analogous results were given for three binary amino acid systems (l-Pro-
l-Hyp, l-Pro-l-Phe, and l-Hyp-l-Phe) dissolved in aqueous organic solvents. The 
parallel processes of chiral conversion and peptidization of amino acids running in 
abiotic systems can be illustrated by the following scheme [10]:
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In Reference 8, a theoretical model of spontaneous nonlinear peptidization in 
the abiotic binary amino acid systems was developed, particularly focused on het-
eropeptide formation. This model assumes the following four different cases: (1) 
when two amino acids do not form heteropeptides and even in a binary solution they 
spontaneously produce homopeptides only; (2) when two amino acids of different 
nonlinear peptidization dynamics can form heteropeptides, and dynamics of faster 
peptidizing amino acid governs overall dynamics; (3) when two amino acids of dif-
ferent nonlinear peptidization dynamics can form heteropeptides, and dynamics of 
slower peptidizing amino acid governs overall dynamics; and (4) when two amino 
acids of different nonlinear peptidization dynamics can form heteropeptides accord-
ing to cooperative mechanisms, where none of the two species governs the process 
dynamics.
Experimental evidence of the oscillatory chiral conversion and oscillatory con-
densation of amino acids (and of the other low-molecular weight carboxylic acids) 
is a challenging experimental task. For tracing dynamics of the oscillatory chiral 
conversion, both TLC and HPLC can be used (e.g., [1,2]), although each technique 
has its own advantages and shortcomings. For tracing dynamics of the oscillatory 
condensation, HPLC can be regarded as a technique of choice, due to high rates of 
the concentration changes, which could hardly be captured by means of TLC. If we, 
however, have no need to demonstrate the oscillatory nature of chiral conversion 
and peptidization, then TLC–densitometry proves handy for demonstration of chi-
ral conversion, and TLC–MS proves equally handy for demonstrating peptidization. 
Unlike HPLC, where all separated species end up in an efluent tank, TLC is a good 
option that allows unconventional modiications of stationary and mobile phase, and 
an in situ preservation of the separated species for further examinations.
Spontaneous chiral conversion and peptidization of amino acids in abiotic sys-
tems means that in a certain way, these two parallel processes run out of control, 
although their dynamics certainly can be modiied by external conditions (such as 
the solvent type, concentration, temperature, etc.). Thus far, the knowledge of the 
spontaneous nature of these two processes in abiotic systems has not yet become 
widespread among biochemists and life scientists in general, in spite of the growing 
importance of peptide nano- and microstructures for biotechnology. This modern 
technology branch is increasingly more interested in stable, or at least predictably 
behaving peptides, which can be employed in regenerative medicine, for delivery of 
bioactive therapeutics, as scaffolds in tissue engineering, etc. [11,12].
In this chapter, a brief overview is provided of our recent efforts in developing a 
novel thin-layer chromatographic method of the amino acid enantioseparation with 
use of chiral stationary phase (native cellulose) and with fortiication of the amino 
acid sample just prior to the chromatographic analysis with the transition metal cat-
ion upon the example of Pro [13]. Then, an ability of two proteinogenic amino acids 
(i.e., Cys and Met) to undergo chiral conversion and peptidization is demonstrated 
with use of TLC–densitometry and TLC–MS [14,15]. It is shown how TLC–densi-
tometry can provide evidence on spontaneous chiral conversion of amino acids tak-
ing place in the course of their storage in aqueous organic solutions. It is also shown 
how TLC–MS can be used to prove spontaneous peptidization of amino acids in 
the course of their aging, in spite of considerable and annoying background signals, 
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which are hard to avoid, when the TLC–MS interface and the TLC–ESI–MS opera-
tion mode are used [16].
19.2 ENANTIOSEPARATION OF PROLINE
The choice of l-Pro (Scheme 19.1) for our studies was due to an important role of 
this proteinogenic amino acid as a building block of collagen, which is omnipresent 
in the connective tissues of mammals, and largely responsible for tissue architecture 
and strength. It was our aim to develop a novel approach to the enantioseparation of 
Pro (which might later be extended to the enantioseparation of other amino acids as 
well) because up to our best knowledge, direct enantioseparation of Pro by means of 
TLC has been done only once prior to our own research [17] (which relects a dif-
iculty of this supposedly easy analytical task). In fact, we revisited an old concept of 
the thin-layer chromatographic enantioseparations of amino acids on native cellulose 
adsorbents proposed decades ago (e.g., [18,19]), although introducing considerable 
modiication to it.
Experimental evidence of successful enantioseparation of dl-Pro is given in 
Reference 13. As native chiral adsorbent, microcrystalline cellulose was used (the 
20 cm × 20 cm commercial precoated glass plates; layer thickness, 0.10 mm; Merck; 
cat. # 1.05716). As the test samples, dl-Pro (for the purpose of the enantiosepara-
tion) and l-Pro (as an external standard) were used. Concentrations of both samples in 
70% aqueous methanol were 1.0 mg mL−1. In order to enhance the enantioseparation, 
equimolar amounts of Mn(II) acetate were added to each solution, in order to obtain 
complexes between the Mn(II) cation and Pro as a chelating agent. Enhancement of the 
enantioseparation process by fortifying the analyzed racemic mixture with different 
transition metal cations (e.g., Cu(II), Co(II), Ni(II), and Mn(II)) just prior to analysis 
proper was tested in our earlier studies focusing on dl-lactic acid [20,21] and positive 
results were obtained. Apart from enhancing the enantioseparation, complexation of 
transition metal cations with chiral low-molecular weight carboxylic acids plays one 
more important role. Namely, bonding of these acids as chelating ligands to the metal 
cation stops their oscillatory coniguration changes and so to say “freezes” (i.e., stabi-
lizes) their respective conigurations [21]. Therefore, the concept was adopted in the 
discussed research also and the complexation mechanism is schematically given here:
 l-Pro + Mn(II) ⇔ l-Pro … Mn(II); K1
 d-Pro + Mn(II) ⇔ d-Pro … Mn(II); K2
the enantioseparation condition: K1 ≠ K2
OH
O
H
N
H
SCHEME 19.1 Chemical structure of Pro.
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As mobile phase, 2-butanol–pyridine–glacial acetic acid–water (30:20:6:24, v/v) 
was used. The chromatogram was visualized by dipping the plate for 2 s in the 0.5% 
ninhydrin solution in 2-propanol, followed by heating for 5 min at 110°C.
As a result, the baseline enantioseparation was obtained, as shown in Figure 
19.1a. Monomeric Pro is one of these rare amino acids, which develop yellow (and 
not bluish) color when visualized with ninhydrin. l-Pro used as an external standard 
(Figure 19.1b) conirmed the identity of the lower yellow spot number 2 as enantio-
mer l and the upper yellow spot number 3 as enantiomer d, as shown in Figure 19.1a. 
The respective RF values were 0.57 ± 0.02 and 0.74 ± 0.02. Brownish-purple spot 
number 1 (RF = 0.32 ± 0.02; Figure 19.1) apparently originates from the Pro-derived 
peptides and it is also fully separated from the monomeric l-Pro spot number 2. The 
presence of peptides in the two freshly prepared Pro samples witnesses to rapid pep-
tidization of this amino acid (although contamination of the commercial monomeric 
dl-Pro and l-Pro samples with peptides cannot be excluded).
A method utilizing native cellulose adsorbent and the concept of the amino acid 
complex formation with the transition metal cation elaborated in Reference 13 was 
then applied to tracing spontaneous chiral conversion and spontaneous peptidization 
of the other amino acids, as presented in the forthcoming sections.
3
(a) (b)
2
1
1
2
FIGURE 19.1 Pictures of the chromatograms on the cellulose plates stained with ninhydrin 
and valid for (a) dl-proline and (b) l-proline; (1) proline-derived oligopeptide fraction; (2) 
l-proline; and (3) d-proline. Samples were applied to the plate in the aliquots of 5 μL, at the 
concentration of 1.0 mg mL−1 amino acid (plus equimolar amount of Mn(II) acetate) and 
developed with 2-butanol + pyridine + glacial acetic acid + water (30:20:6:24, v/v). (From 
Sajewicz, M. et al. 2013. J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol., 36: 2497. With permission.)
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19.3  SPONTANEOUS CHIRAL CONVERSION 
AND PEPTIDIZATION OF CYSTEINE
We focused our attention on l-Cys (Scheme 19.2) because of its importance as a 
sulfur-containing semiessential amino acid, which can be biosynthesized in humans 
and yet, due to its relatively low content in food, it is also used as a food additive 
(denoted as E920). l-Cys is an important building block of proteins that are used 
throughout the body, and it can physiologically be transformed to glutathione (a pow-
erful antioxidant [22]), or taurine (essential for cardiovascular function, development 
and function of skeletal muscles, the retina, and the central nervous system [23]). 
Thus, the main aim of this study [14] was to employ TLC–densitometry and TLC–
ESI–MS in order to demonstrate an ability of l-Cys to spontaneously undergo chiral 
conversion and condensation, when dissolved in 70% aqueous acetonitrile.
19.3.1 THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY–DENSITOMETRY
Two thin-layer chromatographic experiments with densitometric detection were 
performed with Cys [14]. In Experiment 1, the main focus was on demonstration 
of spontaneous chiral conversion of Cys, and in Experiment 2, on demonstration 
of spontaneous peptidization of Cys in the course of sample aging. Both experi-
ments were performed on chromatographic glassplates precoated with microcrystal-
line cellulose (Merck; cat. # 1.05716) with use of 2-butanol–pyridine–glacial acetic 
acid–water (30:20:6:24, v/v) as mobile phase and using ninhydrin as a visualizing 
agent (following the protocol described in Section 19.2 [13]). In Experiment 1, the 
chromatographic plates were activated by heating for 30 min at 110°C prior to apply-
ing the amino acid samples, and in Experiment 2, the plates were not activated.
In Experiment 1, l-Cys (for tracing chiral conversion) and dl-Cys (for proving the 
enantioseparation) were dissolved in 70% aqueous acetonitrile at the concentration of 
0.7 mg mL−1. The third sample was the l-Cys solution after 60 days aging. Just before 
the chromatographic analysis, equimolar amount of Mn(II) acetate was added to each 
of these three samples (in order to facilitate enantioseparation and stop oscillations). 
Each sample was spotwise applied to the plate in the 5-μL aliquot. The result in the 
form of the visualized chromatograms and densitograms is given in Figure 19.2.
In qualitative terms, all three chromatograms look similar, yet from a compari-
son of the chromatograms of l-Cys and dl-Cys, one can easily deduce that the blue 
spots represent monomeric Cys, and the brown and yellow spots hold for peptides. 
In all densitograms shown in Figure 19.2a(i–iii), the predominant peak originates 
from the peptide fraction and it is present both in the chromatograms of the fresh 
O
OHHS
NH
2
SCHEME 19.2 Chemical structure of Cys.
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samples (Figure 19.2a(i) and (ii)) and in that of the aged one (Figure 19.2a(iii)). This 
predominant peak witnesses to high condensation rates of Cys and also to a possible 
contamination of the commercial l-Cys sample with the Cys-derived peptides.
With monomeric cysteine (blue spots marked with black circles and black arrows 
on densitograms and chromatograms), differences between the fresh and the aged 
Cys sample are considerable. They are particularly well perceptible, when focusing 
on the enlarged densitograms of the blue spots. Densitogram of the monomeric peak 
registered from the freshly prepared l-Cys sample shows a single concentration pro-
ile (Figure 19.2c(i)), whereas that registered from the aged Cys sample shows two 
partially separated bands (Figure 19.2c(ii)). Similarly two partially separated bands 
can be seen in the densitogram registered from the freshly prepared dl-Cys sample 
(Figure 19.2c(iii)) and this resemblance allows a conclusion that in the course of 
aging, l-Cys undergoes chiral conversion according to the mechanism extensively 
discussed in Section 19.1.
The RF values additionally emphasize differences between the fresh and the aged 
Cys sample, and also the similarity between the aged Cys and the fresh dl-Cys 
sample. For the fresh l-Cys sample, the RF value of the monomer peak equals to 
0.31 ± 0.01, which is the same as that for the lower peaks from the two partially sepa-
rated monomer bands in the aged Cys and the fresh dl-Cys sample, respectively. The 
RF value (equal to 0.35 ± 0.01) valid for the upper peak from the two partially sepa-
rated monomer peaks in the aged Cys sample is the same as that of the upper peak 
from the partially separated monomer band for the fresh dl-Cys solution. Thus, the 
RF value of d-Cys is higher than that of l-Cys, and this sequence remains in agree-
ment with that reported for the derivatized l- and d-Cys in the NP-TLC systems, 
reported in the literature [24].
Experiment 2 was carried out in a similar manner to Experiment 1, although its 
aim was to demonstrate gradual consumption of monomeric Cys in the course of 
peptidization. To this effect, the stock l-Cys solution was prepared. From this fresh 
stock, 1 mL was withdrawn and spiked with an equimolar amount of Zn(II) nitrate, 
and the remaining lot was stored for aging. From this 1-mL fresh spiked solution, 
the 5-μL aliquot was spotwise applied to the chromatographic plate. After the 1-h 
long storage period, again 1 mL was withdrawn from the stock solution, spiked with 
an equimolar amount of Zn(II) nitrate, and from this sample the 5-μL aliquot was 
spotwise applied to the chromatographic plate. This procedure was repeated in 1-h 
intervals for 5 h. At the end, one and the same chromatographic plate with the Cys 
samples after 0-, 1-, 2-, 3-, 4-, and 5-h storage period was developed. The results 
obtained are shown in Figure 19.3.
In Figure 19.3a(i–vi), the whole densitograms of individual development tracks 
are shown for the freshly prepared l-Cys solution (Figure 19.3a(i)), and for the sam-
ples stored for 1 + 5 h. In Figure 19.3b(i–vi), the corresponding photographs are pre-
sented and in Figure 19.3c(i–vi), the enlarged densitogram fragments are given of the 
respective chromatograms showing Cys in the monomeric form (encircled black). 
General characteristics of the densitograms and photographs presented in Figure 
19.3 largely resemble those given in Figure 19.2. The predominant peak visible in 
each densitogram (and the corresponding brown spot on the respective picture) holds 
for the main fraction of the condensation products, yet it is out of the scope of our 
K24794_C019.indd   352 11-09-2015   21:51:12
353Spontaneous Chiral Conversion and Peptidization
(i
i)
(i
ii
)
(i
v)
(v
)
(i
)
(i
i)
(i
ii
)
(i
v)
(v
)
(v
i)
8
0
6
0
4
0
2
0
8
0
0
6
0
0
4
0
0
2
0
0 0
(i
)
(a
)
(b
)
(c
)
(i
)
(m
m
)
Signal (mAV)
3
0
0
2
0
0
1
0
0
–
1
0
00
1
6
2
0
1
2
(m
m
)
Signal (mAV)
1
6
2
0
1
2
(m
m
)
3
0
0
2
0
0
1
0
0
–
1
0
00
Signal (mAV)
1
6
2
0
1
2
(m
m
)
3
0
0
2
0
0
1
0
0
–
1
0
00
Signal (mAV)
1
6
2
0
1
2
(m
m
)
3
0
0
2
0
0
1
0
0
–
1
0
00
Signal (mAV)
1
6
2
0
1
2
(m
m
)
3
0
0
2
0
0
1
0
0
–
1
0
00
Signal (mAV)
(v
i)
1
6
2
0
1
2
(m
m
)
3
0
0
2
0
0
1
0
0
–
1
0
00
Signal (mAV)
(i
i)
8
0
6
0
4
0
2
0
(m
m
)
8
0
0
6
0
0
4
0
0
2
0
0 0
Signal (mAV)
(i
ii
)
8
0
6
0
4
0
2
0
(m
m
)
0
8
0
0
6
0
0
4
0
0
2
0
0
Signal (mAV)
(i
v)
8
0
6
0
4
0
2
0
(m
m
)
0
8
0
0
6
0
0
4
0
0
2
0
0
Signal (mAV)
(v
)
8
0
6
0
4
0
2
0
(m
m
)
0
8
0
0
6
0
0
4
0
0
2
0
0
Signal (mAV)
(v
i)
8
0
6
0
4
0
2
0
(m
m
)
0
8
0
0
6
0
0
4
0
0
2
0
0
Signal (mAV)
F
IG
U
R
E
 1
9
.3
 
 D
en
si
to
g
ra
m
s 
a
n
d
 c
h
ro
m
at
o
g
ra
m
s 
o
f 
l
-C
y
s 
so
lu
ti
o
n
 w
it
h
 e
q
u
im
o
la
r 
ad
d
it
io
n
 o
f 
Z
n
(I
I)
 n
it
ra
te
. 
(i
) 
F
re
sh
 p
re
p
a
re
d
 l
-C
y
s 
so
lu
ti
o
n
; 
(i
i)
 C
y
s 
so
lu
ti
o
n
 a
ft
er
 1
 h
 a
g
in
g
; 
(i
ii
) 
C
y
s 
so
lu
ti
o
n
 a
ft
er
 2
 h
 a
g
in
g
; 
(i
v)
 C
y
s 
so
lu
ti
o
n
 a
ft
er
 3
 h
 a
g
in
g
; 
(v
) 
C
y
s 
so
lu
ti
o
n
 a
ft
er
 4
 h
 a
g
in
g
; 
(v
i)
 l
-C
y
s 
so
lu
-
ti
o
n
 a
ft
er
 5
 h
 a
g
in
g
. 
(a
):
 D
en
si
to
m
et
ri
c 
sc
a
n
s 
o
f 
th
e 
w
h
o
le
 c
h
ro
m
at
o
g
ra
m
s 
(i
)–
(v
i)
. 
(b
):
 P
h
o
to
g
ra
p
h
s 
o
f 
th
e 
w
h
o
le
 c
h
ro
m
at
o
g
ra
m
s 
(i
)–
(v
i)
. 
(c
):
 E
n
la
rg
e
d
 
d
en
si
to
m
et
ri
c 
sc
a
n
s 
o
f 
th
e 
C
y
s 
b
a
n
d
s 
(i
)–
(v
i)
. 
B
la
ck
 c
ir
cl
es
 a
n
d
 a
rr
o
w
s 
in
d
ic
at
e 
th
e 
C
y
s 
b
a
n
d
s.
 (
F
ro
m
 G
o
d
zi
ek
, 
A
. 
et
 a
l.
 2
01
5
. 
J.
 P
la
n
a
r 
C
h
ro
m
a
to
g
r.
—
M
o
d
er
n
 T
L
C
, 
2
8
: 
14
4
–
1
51
. 
W
it
h
 p
er
m
is
si
o
n
.)
K24794_C019.indd   353 11-09-2015   21:51:12
354 Planar Chromatography–Mass Spectrometry
discussion. We focus our attention on the blue spot of the monomeric Cys in Figure 
19.3b(i–vi), and on the enlarged densitograms of this fragment in Figure 19.3c(i–vi). 
Initially, color intensity of the blue spot is high, yet in the 1-h interval, considerable 
lowering of its intensity is observed. The enlarged fragments of the densitograms 
additionally emphasize the bleaching effect with the blue spot. Namely, the intensity 
of the Cys monomer peak with the fresh prepared solution equals to 170 mAV and in 
the course of the 5-h lasting aging, it drops to the bare 36 mAV. In that way, relatively 
rapid disappearance of the monomeric Cys band is conirmed, which can only be due 
to the rapidly progressing spontaneous peptidization.
19.3.2  THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY–ELECTROSPRAY 
IONIZATION–MASS SPECTROMETRY
The TLC–ESI–MS experiment was performed for the chromatograms obtained from 
Experiment 1, yet without using ninhydrin as a visualizing agent [14]. In this experi-
ment, we employed a TLC–MS interface (CAMAG), which enabled direct elution of 
individual chromatographic bands from the plate to the LC–ESI–MS system. Elution 
of the target spots was carried out with 50% aqueous methanol. The employed LC–
ESI–MS System Varian was equipped with the Varian ProStar model pump, the 
Varian 100-MS mass spectrometer, and the Varian MS Workstation v. 6.9.1 software 
for data acquisition and processing. This system operated under the following work-
ing conditions: The mobile phase was methanol–water (50:50, v/v) at the low rate 
of 0.20 mL min−1. Mass spectrometric detection was carried out in the ESI mode 
(extended ESI/MS scan from m/z 100–3500, positive ionization, spray chamber tem-
perature 50°C, drying gas temperature 350°C, drying gas pressure 25 psi, capillary 
voltage 50 V, needle voltage 5 kV).
In fact, we focused our attention on one spot with the highest retardation factor 
(RF = 0.60 ± 0.02), which appeared yellow on visualization and was attributed to the 
least retarded peptide fraction. For the sake of comparison, we registered mass spec-
tra of the yellow spot originating from the freshly prepared dl-Cys solution (Figure 
19.4a) and for that valid for the aged Cys solution (Figure 19.4b), as those which 
illustrate the sample aging issue in the most spectacular and also direct manner. The 
results presented in these two igures considerably differ. The primary difference 
consists in the intensity of the eluted liquid chromatographic signals. In the case of 
the aged Cys solution, this intensity is considerably higher and measured in MCounts 
(Figure 19.4b), whereas with the fresh dl-Cys solution, it is much lower and mea-
sured in kCounts only (Figure 19.4a). This is convincing evidence of the peptidiza-
tion yields considerably growing in the course of aging.
Further evidence originates from a comparison of the respective mass spectra reg-
istered for the discussed target spots. The most intense peak (229 Counts) present in 
the mass spectrum of the fresh sample (Figure 19.4a) appears at m/z 148 and it can be 
attributed to monomeric Cys (in the form of the [Cys + Na + He]+ cation). The inten-
sities of peptide signals originating from the fresh sample are much lower than that 
observed for the signal of the monomer. For the sake of example, let us consider cer-
tain peptide signals and the intensities thereof originating from the fresh sample, that 
is, those at 371 (133 Counts), 959 (55 Counts), and 1373 (37  Counts). The following 
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FIGURE 19.4 Thin-layer chromatograms, signals of the chromatographic spots repre-
senting an oligopeptide fraction (black framed on the respective chromatograms), directly 
eluted from the chromatographic plates, and the respective mass spectra recorded for the (a) 
fresh dl-Cys sample and (b) aged l-Cys sample. (From Maciejowska, A. et al. 2015. J. Liq. 
Chromatogr. Relat. Technol., 38: 1164–1171. With permission.)
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ion structures can be attributed to these signals, respectively: [Cys3 + CO2]
+ (2 pep-
tide bonds), [Cys9 + H2O]
+ (8 peptide and 2 disulide bonds), and [Cys13 + H2O]
+ (12 
peptide and 1 disulide bond).
Mass spectrum recorded for the yellow spot derived from the aged l-Cys sample 
(Figure 19.4b) characterizes with an abundance of peptide peaks of considerable 
intensity. Among these peaks, the following ones can be mentioned: m/z 2367 (448 
Counts), 1462 (159 Counts), and 951 (56 Counts). To these signals, the following 
structures can be attributed, respectively: [Cys22 + Na]
+ (17 peptide bonds and 6 
disulide bonds), [Cys14 + H2]
+ (13 peptide bonds), and [Cys9 + He + H2]
+ (8 peptide 
bonds). Mass spectrometric characteristics of the yellow spot convincingly demon-
strate a good progress of spontaneous peptidization in the course of the l-Cys aging.
19.4  SPONTANEOUS CHIRAL CONVERSION AND 
PEPTIDIZATION OF METHIONINE
In the study presented in Reference 15, we focused our attention on spontaneous pro-
cesses of chiral conversion and peptidization running in aqueous acetonitrile solu-
tion of l-Met (Scheme 19.3). We chose this amino acid due to its important functions 
in the human body. l-Met is a donor of methyl groups in the metabolic processes of 
methyl group transfer; it plays an important role in synthesis of choline and lecithin, 
promotes normalization of lipid metabolism and hepatic steatosis, and has an anti-
atherosclerotic activity. Furthermore, l-Met plays an important role in the activities 
of the adrenal gland, in particular in the synthesis of adrenaline, and in the processes 
of inactivation of catecholamines, thereby regulating the catecholamine balance. 
The existence of a close relationship has also been proven between l-Met, folate 
transformations, and vitamins B6 and B12 [25].
19.4.1 THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY–DENSITOMETRY
Two thin-layer chromatographic experiments with densitometric detection were per-
formed with Met [15]. In Experiment 1, the focus was on exposing the dynamics of chi-
ral conversion and peptidization of this amino acid, and in Experiment 2, a nonlinear 
nature of chiral conversion in a long-term aging course was emphasized. Both experi-
ments were performed with the use of the l-Met solution in 70% aqueous acetonitrile 
at the concentration of 1.0 mg mL−1. The chromatographic glassplates precoated with 
microcrystalline cellulose (Merck; cat. # 1.05716), 2-butanol–pyridine–glacial acetic 
acid–water (30:20:6:24, v/v) as mobile phase and ninhydrin as a visualizing agent were 
employed (following the protocol described in Section 19.2 [13]).
O
OH
S
H
3
C
NH
2
SCHEME 19.3 Chemical structure of Met.
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In Experiment 1, the stock l-Met solution was irst prepared. From this fresh 
stock, 1 mL was withdrawn and spiked with an addition of Zn(II) nitrate (the molar 
ratio of amino acid to Zn(II) nitrate was equal to 2:1, as suggested for an eficient 
chelating effect with the transition metal cations (e.g., in Reference 21), and the 
remaining lot was stored for aging. From this 1-mL fresh solution spiked with Zn(II) 
nitrate, the 5-μL aliquot was spotwise applied to the chromatographic plate. After 
the 1-h long storage period of stock solution again, 1 mL was withdrawn, spiked with 
an addition of Zn(II) nitrate, and from this sample, the 5-μL aliquot was spotwise 
applied to the chromatographic plate. This procedure was carried out in 1-h intervals 
for 5 h. At the end, the chromatographic plate with the Met samples deposited in it 
after 0-, 1-, 2-, 3-, 4-, and 5-h storage period was developed. The chromatogram was 
visualized with ninhydrin and densitometrically scanned (Figure 19.5).
In Figure 19.5a–f, six chromatographic lanes and the corresponding densitograms 
are shown. Figure 19.5a represents the chromatographic lane and the densitogram for 
the freshly prepared l-Met sample, whereas Figure 19.5b–f represents respective lanes 
and densitograms for the Met samples after from 1–5 h aging period. On the chromato-
grams shown in Figure 19.5a–f, an intense purple-bluish spot ( number 2) corresponds 
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FIGURE 19.5 Chromatographic lanes and densitograms of the l-Met solution with an addi-
tion of Zn (II) nitrate (molar ratio of l-Met to zinc (II) nitrate, 2:1). (a) Freshly prepared l-Met 
solution, and Met solution after (b) 1 h aging, (c) 2 h aging, (d) 3 h aging, (e) 4 h aging, and 
(f) 5 h aging. (From Maciejowska, A. et al. 2015. J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol., 38: 
1164–1171. With permission.)
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with monomeric l-Met, a less intense purple-bluish spot (number 1) corresponds with 
monomeric d-Met, and the yellow spot (number 3) represents peptide fraction. One 
advantage of using ninhydrin as a visualizing reagent is that it allows differentiating 
between blue or purple-bluish spots of monomeric amino acids and yellow or brown 
spots of peptide fraction. The intense purple-bluish spot number 2 (RF = 0.54 ± 0.02) 
originating from monomeric l-Met, characterizes with practically equal signal inten-
sity in each densitogram. The presence of yellow spot number 3 on all chromatograms 
(RF = 0.92 ± 0.02) witnesses to considerable l-Met peptidization rate, although this spot 
becomes more distinct after 5-h sample aging only. The presence of the less intense 
purple-bluish spot number 1 originating from d-Met (RF = 0.30 ± 0.02) in the freshly 
prepared l-Met sample witnesses to the high rate of chiral conversion, yet its intensity 
drop in the course of the sample storage period is the most characteristic feature of 
Experiment 1. This intensity drops from 70.56 mAV for peak 1 in the freshly prepared 
sample to 55.89 mAV after a 2-h storage period, to 44.48 mAV after a 4-h storage 
period, and to 8.62 mAV after a 5-h storage period. A relatively short (5 h) storage 
period of the Met sample and a relatively long (1 h) sampling interval did not allow per-
ceiving an oscillatory pattern of the amino acid chiral conversion. However, reappear-
ance of the d-Met signal after 5 months’ sample aging (demonstrated in Experiment 2) 
serves as an indication of an oscillatory nature of chiral conversion.
In Experiment 2, chromatographic plates were activated by heating for 30 min 
at 110°C prior to applying the amino acid samples. Just before the chromatographic 
analysis, Zn(II) nitrate was added to the two Met samples, that is, to the fresh l-Met 
solution and after 5 months’ aging (again, the molar ratio of amino acid to Zn(II) 
nitrate was 2:1). On the development, the chromatograms were visualized with nin-
hydrin and densitometrically scanned. The results obtained for the freshly prepared 
l-Met sample and for that after 5 months’ storage period are presented in Figure 
19.6a and b, respectively.
Again, the chromatographic spots numbers 1–3 were detected in both chromato-
grams, with the intense purple-bluish spot number 2 originating from monomeric 
l-Met, the less intense purple-bluish spot number 1 originating from monomeric 
d-Met, and the yellow spot number 3 originating from the peptide fraction. Spots 
in the chromatogram and the corresponding concentration proiles in the densito-
gram were indicated pair-wise with red ovals. Signal of the intense purple-bluish 
spot number 2 originating from monomeric l-Met is the highest and its intensity 
does not considerably change in the course of the 5 months’ storage period. Signal 
of the less intense purple-bluish peak number 1 (originating from monomeric d-Met) 
is very low (10.42 mAV) with freshly prepared l-Met sample, yet after the storage 
period of 5 months, it grows to 85.67 mAV. In Experiment 1, we saw a decrease of 
intensity of peak 1 in the course of the initial 5 h monitoring the process of aging, 
and now, we observe an intensity growth in the course of the 5 months’ aging. A 
comparison of the results originating from Experiments 1 and 2 and valid for peak 
1 indirectly points to a nonlinear pattern of chiral conversion of Met. Yellow spot 
number 3 in Figure 19.6b valid for the peptide fraction after 5 months’ sample aging 
is more intense than spot number 3 in Figure 19.6a, valid for the freshly prepared 
l-Met solution. This is a direct proof that the process of sample aging results in 
gradual accumulation of peptides.
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19.4.2  THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY–ELECTROSPRAY 
IONIZATION–MASS SPECTROMETRY
Important evidence on the reactions spontaneously occurring in the course of the 
l-Met aging was obtained with use of TLC–ESI–MS. The analyses were carried 
out for the chromatograms obtained according to the procedure assumed for l-Met 
in Experiment 2 and the results are presented in Figure 19.7. Figure 19.7a, c, and e 
shows the mass spectra recorded for spots numbers 1–3 from the chromatogram of 
the freshly prepared l-Met sample, and Figure 19.7b, d, and f shows the analogous 
mass spectra recorded from the chromatogram of the l-Met sample after 5 months’ 
aging. Mass spectra valid for the freshly prepared and the aged Met sample evidently 
differ, in spite of an earlier recognized fact that with use of the TLC–MS interface 
considerable amounts of the background (noise) signals appear, which make inter-
pretation of the spectra a challenging task [16]. Now, let us focus on the message 
extracted from Figure 19.7.
In Figure 19.7a, the chromatogram and mass spectrum recorded from the freshly 
prepared sample and valid for an intense purple-bluish spot of monomeric l-Met are 
given, and the predominant signal in this spectrum appears at m/z 301, which can 
possibly be attributed to [Met9 + 4H]
4+. However, peak of monomeric Met at m/z 144 
can also be seen, with a loss of 6 Da in fragmentation. Last but not least, more peaks 
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FIGURE 19.6 Chromatographic lanes and densitograms for the l-Met solution with an 
addition of Zn (II) nitrate (molar ratio of l-Met to zinc (II) nitrate, 2:1). (a) Freshly prepared 
l-Met solution; (b) Met solution after 5 months’ aging; (1) d-Met; (2) l-Met; (3) peptide frac-
tion. (From Maciejowska, A. et al. 2015. J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol., 38: 1164–1171. 
With permission.)
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FIGURE 19.7 Thin-layer chromatograms, signals of chromatographic spots marked with 
red  oval and directly eluted from the chromatographic plate, and the respective mass spectra 
recorded for l-Met fraction in (a) freshly prepared and (b) aged solution, peptide fraction 
in (c) freshly prepared and (d) aged solution, and d-Met fraction in (e) freshly prepared and 
(f) aged solution. (From Maciejowska, A. et al. 2015. J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol., 38: 
1164–1171. With permission.) (Continued)
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FIGURE 19.7 (Continued) Thin-layer chromatograms, signals of chromatographic spots 
marked with red oval and directly eluted from the chromatographic plate, and the respective 
mass spectra recorded for l-Met fraction in (a) freshly prepared and (b) aged solution, pep-
tide fraction in (c) freshly prepared and (d) aged solution, and d-Met fraction in (e) freshly 
prepared and (f) aged solution. (From Maciejowska, A. et al. 2015. J. Liq. Chromatogr. Relat. 
Technol., 38: 1164–1171. With permission.) (Continued)
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FIGURE 19.7 (Continued) Thin-layer chromatograms, signals of chromatographic spots 
marked with red  oval and directly eluted from the chromatographic plate, and the respec-
tive mass spectra recorded for l-Met fraction in (a) freshly prepared and (b) aged solution, 
peptide fraction in (c) freshly prepared and (d) aged solution, and d-Met fraction in (e) freshly 
prepared and (f) aged solution. (From Maciejowska, A. et al. 2015. J. Liq. Chromatogr. Relat. 
Technol., 38: 1164–1171. With permission.)
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originating from peptides are present in this spectrum, although their intensities are 
quite low. In Figure 19.7b, valid for an intense purple-bluish spot of Met in the aged 
sample, the predominant signal at m/z 144 represents monomeric Met. However, 
higher signals at, for example, m/z 2051 and 3389 are also present, which can be 
attributed to [Met78 + 5H]
5+ and [Met129 + 5H]
5+, respectively. In fact, molecular 
weights of these two peptides are equal to 10,252 and 16,944 Da, respectively, which 
explains their low mobility in the employed thin-layer chromatographic system, and 
sticking to the monomeric fraction.
In Figure 19.7c, the chromatogram and mass spectrum recorded from the freshly pre-
pared sample and valid for the yellow spot of peptide fraction are given. Again, signal at m/z 
301 is predominant, yet other signals originating from the peptides are also intense (e.g., 
those at m/z 2225 and 2927, which might correspond with [Met17 + Na – (CO + H2O)]
+ 
and [Met22 + Na]
+, respectively). The intense peptide signals recorded from the freshly 
prepared sample witness to an eficient and rapid peptidization process. In Figure 19.7d, 
chromatogram and mass spectrum are given valid for the yellow spot of peptide fraction 
in the aged sample. This mass spectrum conirms considerable progress of peptidization 
in the course of the 5 months’ aging (as compared with that for the corresponding yellow 
spot from the freshly prepared sample; Figure 19.7c).
Data shown in Figure 19.7e refer to a less intense purple-bluish spot valid for 
monomeric d-Met, obtained through chiral conversion of l-Met in the freshly pre-
pared solution. Due to rather low conversion yields, signal intensities in this spec-
trum are relatively low, yet the mass spectral pattern valid for this spot resembles that 
recorded for the monomeric l-Met in the freshly prepared solution (Figure 19.7a). 
In Figure 19.7f, valid for the less intense purple-bluish spot of d-Met in the aged 
sample, considerable intensity growth of the predominant peak representing d-Met 
is observed. This result conirms an eficient chiral conversion of l-Met in the course 
of the 5 months’ aging and corresponds well with the thin-layer chromatographic 
results summarized in Figure 19.6.
Surprisingly, many peptides remained unresolved from the monomeric l-Met 
fraction (Figure 19.7a and b), and from the monomeric d-Met fraction as well. A 
persuasive evidence of this fact was conirmed by the photograph of the monomeric 
l-Met fraction taken from the back side of chromatographic plate (Figure 19.8). 
From this transparent glass backside, a “yellow eye” can be seen in the center of 
each purple-bluish spot, representing peptides (which remain invisible from the front 
side of the visualized adsorbent layer). In that way, clear explanation is given why 
FIGURE 19.8 Photograph of the back side of a chromatographic plate showing the purple-bluish 
spot of monomeric l-Met with the “yellow eye” of peptide fraction inside of it. (From Maciejowska, 
A. et al. 2015. J. Liq. Chromatogr. Relat. Technol., 38: 1164–1171. With permission.)
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mass signals originating from peptides were recorded from the purple-bluish spots 
of monomeric l-Met and d-Met. A more general comment can also be made that 
an imperfect separation performance of TLC is in certain cases rather incompatible 
with high sensitivity of mass spectrometry (thus considerably adding to an inconve-
nience of background signals of different origin, encountered in the TLC–ESI–MS 
technique and discussed in Reference 16).
19.5 CONCLUSIONS
 1. TLC–ESI–MS has to be accompanied by TLC–densitometry and/or vid-
eoscanning (photography) of the developed chromatograms, in order to 
help localize separated chromatographic bands on the adsorbent layers, 
prior to their elution with use of the TLC–MS interface.
 2. In the case of complex samples and the thin-layer fractionation thereof, mass 
spectra obtained by means of TLC–ESI–MS basically serve as ingerprints, 
providing information of qualitative or semiquantitative importance. This 
is due to an imperfect chromatographic separation and an additional eclips-
ing effect of background signals (extensively discussed in Reference 16), 
combined with high sensitivity of the mass spectrometric technique.
 3. As a conirmation of the above statement, similar complex mass spectra 
of the ingerprint importance can be quoted, which have been recorded for 
medicinal plant extracts from the chromatographic thin layers and shown in 
papers [26–29].
 4. In the research discussed in this chapter and dealing with spontaneous chi-
ral conversion and peptidization of amino acids, ingerprint results obtained 
with use of the TLC–ESI–MS technique serve as convincing evidence of 
the chiral conversion and peptidization progress and furnish certain infor-
mation on identity of the formed species.
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